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(57) Abstract: The invention concerns a double-stranded oligonucleotide characterized in that it consists of two complementary 
oligonucleotide sequences forming a hybrid comprising each at one of their 3* or 5' ends one to five non-matched nucleotides forming 
single-stranded ends overlapping from the hybrid, one of said oligonucleotide sequences being substantially complementary of a 
target sequence belonging to a DNA or RNA molecule to be specifically repressed. The invention also concerns the use of said 
oligonucleotides in pharmaceutical compositions for treating cancers. 

(57) Abrege : L' invention a pour objet un oligonucleotide double brin caracterise en ce qu'il est constitue de deux sequences oligq- 
nucleotidiques complementaires formant un hybride comprenant chacune a Tune de leurs extremites 3* ou 5' una cinq nucleotides 
non apparies formant des bouts simples brins debordant de V hybride, Tune desdites sequences oligonucleotidiques etant substantiel- 
lement complementaire d'une sequence cible appartenant a une molecule d' ADN ou d' ARN a reprimer specifiquement V invention 
serapporte aussi a Tutilisation desdits oligonucleotides dans des compositions pharmaceutiques.notamment pour le traitement des 
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OLIGONUCLEOTIDES INHIBITEURS ET LEUR 
UTILISATION POUR REPRiMER SPECIFIQUEMENT UN GENE. 

La presente invention concerne le domaine de 
1' investigation et du traitement genetiques de pathologies 
humaines, notamment les cancers ou les maladies 
inf ectieuses . Plus part iculierement , 1' invention vise a 
offrir des moyens pour determiner la fonction d'un gdne ou 
d'une famille de genes impliques dans un processus 
cellulaire, et pour reprimer un gene nocif responsable 
d'une pathologie chez l'homme ou 1' animal. L' invention se 
rapporte aux agents actifs pour la mise en oeuvre de ces 
methodes et les compositions les contenant . 

On connait dans l'art anterieur ; des techniques 
d' ol igonucleot ides anti-sens permettant d'inhiber 
specif iquement un gene dans les cellules de mammif eres . Ges 
techniques sont basees sur 1 ' introduction dans les cellules 
d'un court oligonucleotide d'ADN complementaire du gene 
cible. Cet oligonucleotide induit la degradation de 1' ARN 
messager transcrit par le gene cible. Un autre mode 
d' action des anti-sens consiste a introduire dans la 
cellule un oligonucleotide d'ADN qui va former une triple 
helice avec le gene cible. La; formation de cette triple 
helice reprime le gene soit en bloquant 1 ' acces pour des 
proteines act ivat rices , soit dans des approches plus 
sophist iquees, en induisant la degradation du gene. Aucune 
de ces approches ne semble s'appuyer sur un mecanisme 
cellulaire existant dans les cellules de mammif eres, et 
elles se sont averes peu efficaces. En effet, 1 ' utilisation 
des anti-sens en clinique est reduite a quelques cas tres 
rares, et il n'y a aucune utilisation possible des 
oligonucleotides formant triple helice. 

La methode de 1' invention est basee sur 
1 ' interference ARN designe aussi « RNA' inh » ou « RNAi » ou 
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encore co-suppression, qui a ete mise en evidence dans les. 
plantes. Chez les plantes, il a ete observe que 
1 'introduction d'un long ARN double brin, correspondant a 
un gene, induit la repression specifique et efficace du 
gene cible. Le mecanisrae de cette interference comporte la 
degradation de 1 ' ARN double brin en courts duplex 
d' oligonucleotides de 20 a 22 nucleotides. 

Les Inventeurs ont maintenant montre que ce 
principe peut s'appliquer a des genes de mammiferes qui 
jouent un role important dans le controle du destin 
cellulaire . 

L'approche « RNA' inh » plus generalement 
denommee selon 1 ' invention oligonucleotides inhibiteurs ou 
ARNi s'appuie sur un mecanisme cellulaire dont 1 ' importance, 
est soulignee par son grand degre de conservation puisque 
ce mecanisme est conserve a travers les regnes et les 
especes et a ete montre non seulement chez la plante, mais 
aussi chez le vers Caenorhabditis Elegans et la levure et 
les mammif eres , homme et souris. 

Les travaux de recherche realises dans le cadre 
de 1' invention ont montre que cette approche est beaucoup 
plus efficace pour reprimer specif iquement les genes que 
les techniques envisagees dans l'art anterieur. En outre, 
elle reunit potentiellement les avantages des anti-sens et 
des anti-genes. En effet, chez la plante, la co-suppression 
s'effectue au niveau post -transcript ionnel , sur 1 ' ARN 
mature, mais aussi au niveau transcriptionnel , done sur le 
gene lui-meme. En effet, la repression se transmet de 
generation en generation et permettrait done de reprimer un 
gene de fagon prolongee voire definitive. 

L' invention a done pour objet un 
oligonucleotide double brin pour etre utilise dans un 
processus d 1 interference ARN (RNAi) caracterise en ce qu'il 
est constitue de deux sequences oligonucleot idiques 
complementaires comprenant chacune a l'une de leurs . 
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extremites 3' ou 5 ' un a cinq nucleotides non apparies 
formant des bouts simples brins debordant de I'hybride, 
1'une desdites sequences oligonucleotidiques etant 
substantiellement complementaire d'une sequence cible 
appartenant a une molecule d'ADN ou d'ARN cible que 1 ' on 
souhaite reprimer specif iquement . Cet ADN ou ARN peut etre 
de toute nature, il peut s'agir par exemple d'ARN messager 
ou ribosomique ou encore de preference d'un gene. 

Avantageusement, chacune des deux sequences 
oligonucleotidiques complementaires comprend a la meme 
extremite 3' ou 5 ' un a cinq nucleotides non apparies 
formant des bouts simples brins debordant de I'hybride. 

Avantageusement les deux sequences 
oligonucleotidiques ont la meme taille. 

Du fait de la loi d' appariement des bases, on 
designera aussi indist inc t ement ci-apres par 
oligonucleotide de 1' invention, 1 ' une ou 1' autre des 
sequences de 1 ' oligonucleotide double brin de 1' invention 
qui est complementaire d'une sequence cible appartenant a 
une molecule d' ADN ou d'ARN que 1 ' on souhaite reprimer 
specif iquement et qui peut done etre aussi simple ou double 
brin (s) - 

Les oligonucleotides de 1' invention peuvent 
etre de nature ribonucleotidique, desoxy ribonucleot idique 
ou mixte. On prefere toutefois que 1 ' oligonucleotide 
complementaire de la sequence cible, aussi designe brin 
antisens, soit majoritairement de nature ribonucleotidique. 
Le brin sens peut etre de nature ribonucleotidique desoxy 
ribonucleotidique ou mixte. Des exemples d' oligonucleotides 
de 1' invention de type ARN /ARN ou ADN /ARN sont donnes dans 
la partie experimentale ci-apres. 

En effet, les hybrides ARN/ARN sont plus 
stables que les hybrides ADN/ ADN ou ADN/ ARN et beaucoup 
plus stables que les acides nucleiques simples brins 
utilises dans des strategies anti-sens. 



03040366A2_I_> 



WO 03/040366 4 PC T/FR02/03843 



On entend aussi par oligonucleotide, un 
polynucleotide de 2 a 100, et plus generalement de 5 a 50,. 
nucleotides de type ribo-, desoxyribo- ou mixte . 

La partie de la sequence oligonucleotidique qui 
5 est hybridee et complementaire de la sequence cible a de 

preference une taille comprise entre 15 et 25 nucleotides 
et tout preferentiellement de 20 a 23 nucleotides. 

Les oligonucleotides doubles brins de 
1' invention comprennent , de preference a 1 ' extremity 3 ' de 
10 chaque brin, de 1 a 5 nucleotides de preference de 2 a 3 et 

tout preferentiellement 2 nucleotides debordant de 
l'hybride. Ces nucleotides debordant de l'hybride peuvent 
etre ou non complementaire de la sequence cible. Ainsi, 
dans une forme de realisation particuliere de 1' invention, 
15 les nucleotides debordant de l'hybride sont des nucleotides 

quelconque par exemple des Thymines . 

On peut representer un oligonucleotide double 
brin de 1' invention de la f aeon suivante, ou chaque tiret 
correspond a un nucleotide et ou chaque brin comprend a son 
20 extremite 3' deux thymines debordant de 1' hydride :, 

5' TT3 ' 

3'TT 5' 

La sequence des oligonucleotides de 1' invention 
est substantiellement complementaire d'une sequence cible 

25 appartenant a une molecule d'ADN ou d'ARN messager d'un 

gdne que 1 ' on souhaite repriraer specif iquement . Bien que 
l'on prefere des oligonucleotides parf aifement 
complementaires de la sequence cible, on entend par 
substantiellement complementaire, le fait que la sequence 

30 oligonucleotidique peut comprendre quelques nucleotides 

mutes par rapport a la sequence cible des lors que les 
proprietes de repression du gene vise ne sont pas alterees. 
Ainsi, une sequence oligonucleotidique de 1' invention peut 
comprendre de 1 a. 3 nucleotides mutes . 
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Ces nucleotides mutes peuvent done etre ceux 
debordant de 1' hybride ou des nucleotides a 1'interieur de 
la sequence oligonucleotide. 

Ainsi un oligonucleotide de 1' invention peut 
etre un hybride parfait ou comprendre un ou plusieurs 
mismatch au sein du double brin. On prefere toutefois que 
la partie de la sequence ol igonucleot idique qui est 
hybridee soit parfaitement complement a ire de la sequence 
cible alors que les nucleotides debordant de 1' hybride 
peuvent etre quelconques et notamment des thymines. On 
entend ainsi egalement par parfaitement complement a ire le 
fait que 1 ' oligonucleotide de l'invention soit 
complement a ire d'une sequence qui appartient a un ADN ou 
ARN d'un gene mute. Les oligonucleotides de l'invention 
peuvent permettre ainsi de discriminer entre la sequence du 
gene sauvage et du gene mute ce qui peut presenter un 
interet particulier tant dans 1' analyse des genes que dans 
les utilisations therapeut iques des oligonucleotides de 
1' invention . 

Les oligonucleotides de l'invention sont 
generalement const itues de bases nucleotidiques naturelles 
(A, T, G, C, U) , mais peuvent aussi comprendre des 
nucleotides modifies ou des nucleotides portant des 
groupements reactifs ou des agents de pontage ou agents 
intercalant pouvant reagir avec la sequence cible 
complementaire a 1 1 oligonucleotide . 

Les oligonucleotides de 1 1 invention peuvent 
etre prepares par les methodes conventionnelles de synthese 
chimique ou biologique des oligonucleotides. 

L' invention envisage aussi les oligonucleotides 
couples a des substances favorisant ou permettant leur 
penetration, le ciblage ou l'adressage dans les cellules, 
il peut s'agit de lipides, de proteines, polypeptides ou 
peptides ou de toute autre substance naturelle ou 
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synthetique* En effet, les oligonucleotides cie 1' invention, 
sont destines a etre internalises dans les cellules et . 
avantageusement dans certains cas ; jusque dans le noyau des 
cellules, ou ils vont interagir avec des molecules, d' acide 
nucleiques portant la sequence cible de 1 ' oligonucleotide .. 
De meme, il peut etre interessant de favor iser leur 
penetration dans un tissu particulier comme une tumeur, 
l'os, etc. 

Les oligonucleotides de 1/ invention sont utiles 
pour reprimer de manidre tres ef f icace et tres specif ique 
un gene ou un ensemble de g£nes et done pour le traitemeat . 
de nombreuses pathologies humaines . Ils constituent aussi 
un outil de recherche pour 1 ' investigation et la 
comprehension de la fonction de genes. L< invention a done 
pour objet des compositions pharmaceutiques comprenant un 
oligonucleotide ou un ensemble de nucleotides differents et 
1' utilisation de ces oligonucleotides, seuls ou couples a 
des substances de transport, comme medicament- 

Les oligonucleotides de 1' invention peuvent 
etre mis en oeuvre dans des applications ex vivo par exemp.le 
lors de greffe. Ainsi, les oligonucleotides peuvent etre 
soit transfectes dans des cellules, notamment tumorales, 
qui seront ensuite injectees soit injectes dans les tissus 
par exemple des tumeurs deja developpees, . par exemple par 
voie locale, systemique ou aerosols etc, avec agents de 
vectorisat ion event uellement necessaires. 

Les oligonucleotides seront utilises a des 
concentrations suffisantes en fonction de 1 ' applicat ion et 
de la forme d' administration utilisee avec des excipients 
pharmaceutiques appropries. Suivant la nature des 
oligonucleotides (ADN/ARN ou ARN/ARN) des doses differentes 
pourroht etre utilisees pour obtenir 1' effet biologique 
recherche . 
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Leg oligonucleotides de 1' invention sont 
egalement utiles comme outils de diagnostic permettant 
d'etablir in vitro le profil genetique d'un patient a 
partir d'un echantillon cellulaire de celui-ci. La mise en 
ceuvre des oligonucleotides de 1' invention dans un tel 
procede d' analyse permet de connaitre ou d ! anticiper la 
reponse des cellules cancereuses de ce patient et d'etablir 
un traitement personnalise ou encore d'ajuster le 

traitement d'un patient. 

Les oligonucleotides de 1' invention presentent 
plusieurs avantages par rapport aux agents 
chimiotherapeutiques classiques : 

- Les hybrides ARN-ARN sont plus stables que 
les hybrides ADN-ADN ou ADN-ARN et beaucoup plus stables 
que les acides nucleiques simples brins utilises dans des 
strategies anti-sens . 

- lis constituent des composes naturels, aucune 
reaction immunologique ou d 1 intolerance medicamenteuse 
n'est a priori a craindre. 

- Les experiences de transf ect ions realisees 
dans le cadre de 1' invention montrent une bien meilleure 
penetration des RNAi dans les cellules tumorales que celle 
obtenue avec des plasmides . Ce point est essentiel dans le 
cas de cellules tumorales qui sont generalement tres 
difficiles a transfecter. 

- Les experiences d' injection systemique de 
siRNA in vivo montrent une tres bonne penetration de ces 
molecules dans les tissus. 

- 11 est aise de melanger plusieurs RNAi entre 
eux afin de prendre pour cibles plusieurs genes cellulaires 
en tneme temps . 

Les oligonucleotides de 1' invention et les 
compositions les contenant sont utiles pour le traitement 
ou la prevention des maladies infect ieuses ou virales, en 
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particulier le SIDA, les maladies infectieuses non 
conventionnelles, en particulier ESB et Kreutzfeld Jacob, 
lis sont tout particulierement indiques pour traiter. des 
maladies virales a l'origine de cancers. Le tableau ci- 
dessous rapporte des exemples de virus impliques dans des 
pathologies cancereuses chez 1'homme. 

Tableau 1 



Virus 


Type de cancer humain associe 


Virus de 1' hepatite B 
(VHB) 


Carcinome du foie 


Virus d' Epstein-Barr 
(EBV) 


Lymphome de Burkitt, cancer 
nasopharynge, maladie de Hodgkin, 
lymphomes non hodgkiniens, cancer 
gastrique, cancer du sein. 


Herpesvirus humain 8 
ou HHV-8/KSHV 


Sarcome de Kaposi (SK) , lymphome^ 
primitif des sereuses (PEL) , maladie 
de Castelman multifocale (MCD) 


VPH 


Col de l'uterus/ tete/ cou, peau, 
nasopharynx 


Virus des lymphocytes 
T (HTLV) 


Leucemie de type T 


Virus de 1' hepatite C 
(VHC) 


Carcinome du foie 



Les oligonucleotides de 1' invention et les 
compositions les contenant sont encore utiles pour le 
traitement ou la prevention des maladies liees a une ; 
hypervascularisation comme la degenerescence macula i re liee 
a 1 1 age , 1 ' angiogenese tumorale, les retinopathies 
diabetiques, le psoriasis, l'arthrite rhumatoide. 

Les travaux de recherche realises dans le cadre 
de 1' invention ont permis de montrer que ces 
oligonucleotides sont particulierement adaptes pour 
reprimer des genes nocifs impliques dans la cancerisation 
et sont done tout particulierement utiles pour le 
traitement ou la prevention des cancers et plus 
generalement des maladies oncologiques . 

Un traitement anti-cancereux ideal doit 
entrainer la mort de la cellule tumorale tout en evitant 
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les phenomenes de resistance. La raort cellulaire peut etre 
obte'nue par 

- Inhibition de la division cellulaire, blocage 

du cycle cellulaire, 

Induction de 1 ' apoptose des cellules 

tumorales , 

- Induction de la senescence, 

- Induction de la necrose, 

- Induction de la dif f erenciat ion . Dans ce cas, 
les traitements conduisent la cellule a redevenir normale. 

Ainsi, l'invention s'interesse tout 
particulierement a un oligonucleotide ou un ensemble 
d' oligonucleotides, differents, comportant chacun une 
sequence oligonucleot idique complementaire d'une sequence 
cible appartenant a une molecule d'ADN ou d'ARN messager 
d'un gene dont la repression induit 1 1 apoptose , ou la 
senescence, ou la necrose, ou la dif f erenciat ion des 
cellules tumorales ou empeche leur division ou plusieurs de 
ces phenomenes . 

L' induction de 1 'apoptose des cellules 
tumorales est basee sur le fait que la fonction de nombreux 
genes cellulaires (par exemple membres de la f ami lie BCL2, 
BCL XL) est de proteger les cellules de 1 ' apoptose . La 
perte d' expression de ces genes induite par RNAi permet 
done le passage en apoptose. 

La mort cellulaire peut egalement etre 
provoquee par la perte d 1 adhesion des cellules a la matrice 
(anoikis) . Cet effet peut etre obtenue en perturbant la 
balance entre proteases et inhibiteurs de proteases dans 
les tumeurs et leur envi ronnement stromal . Cette 
perturbation a par ailleurs pour effet de diminuer les 
capacites des cellules tumorales a envahir les tissus sains 
et a se metastases Les siRNA peuvent done etre utilises 
pour empecher la synthese de proteines des families des 
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metallo proteases matricielles (MMP) , ' des metallo proteases 
matricielles membranaires , . de leurs inhibiteurs (TIMPs)., 
ainsi que celle des activateurs des inhibiteurs des 
proteases cornrne par exemple PAI-1 et des proteases elles- 
memes comme par exemple 1 1 urokinase . 

L' induction de la senescence repose sur le fait 
que les cellules normales ne peuvent se diviser qu 1 un 
nombre limit's de fois. Ce nombre est programme, environ 50 
divisions par exemple pour des fibroblastes embryonnaires, 
et "mesure" par la longueur des telomeres qui se raccourcit 
au fur et a mesure des divisions cellulaires. En dega d'une 
certaine taille, les telomeres ne sont plus fonctionnels et 
la cellule, incapable de se diviser, entre en senescence. 
Dans les cellules germinales cependant, cette longueur est 
maintenue constante par l'action d'une enzyme, la 
telomerase. La telomerase est re-exprimee dans de nombreux 
cancers, ce qui permet aux cellules tumorales de se 
multiplier indef iniment . Un RNAi bloquant 1' expression de 
la telomerase serait sans consequence sur les cellules 
somatiques normales et devrait conduire les cellules 
tumorales vers la senescence. 

Le blocage de la division cellulaire conduit 
egalement les cellules a la senescence. Ce blocage peut 
efcre obtenu en inhibant des recepteurs cellulaires 
essentiels. Ces recepteurs peuvent appartenir suivant la 
nature de la cellule soit a la classe des recepteurs des 
facteurs de croissance (EGF , SST2 , PDGF, FGF notamment) , 
que ceux-ci soient ou non mutes, soit a celle des 
recepteurs nucleaires d 1 hormones (androgenes, oestrogenes, 
glucocorticoides notamment) . 

Les recepteurs d ' hormones sont frequemment 
mutes dans les cancers, et 1 ! invention concerne dans ce cas, 
1 1 utilisation d ■ oligonucleotides reconnaissant les formes 
mutees de ces recepteurs et qui n 1 inhibent pas la synthese 
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des formes sauvages. Ceci permet par exemple dans le cas 
des carcinomes prostatiques devenus resistants par mutation 
du recepteur des androgenes de traiter par voie systemique 
les patients avec des siRNA qui bloquent la synthese du 
recepteur mute sans induire d'effets de castration lies a 
1' inhibition des formes sauvage du recepteur dans d'autres 
organes. Un exemple d • utilisation d 1 ol igonucleot ides 
reconnaissant des formes mutees du recepteur est present^. 

Le cycle cellulaire peut egalement etre arrete 
en inhibant la synthese de proteines indispensables a son 
deroulement comme par exemple les cyclines, kinases 
dependantes des cyclines, enzymes de replication de l'ADN, 
facteurs de transcription tels que E2F. 

L' induction de la necrose resulte du besoin des 
cellules tumorales en oxygene et en nutriments. 
Initialement une tumeur assure son developpement a partir 
des vaisseaux preexistants de l'hote. Au-dela de 1 a 2 mm 
de diametre, les cellules situees au centre de la tumeur se 
trouvent en hypoxie. Cette hypoxie, par 1 1 intermediaire 
d'une proline hydroxylase,, entraine la stabilisation du 
facteur de transcription Hifltt, dont la sequence SEQ ID 
NO. 59 est donnee en annexe, qui, en se fixant sur des 
sequences HRE dans les promoteurs de ses genes cibles, 
declenche la reaction hypoxique. Cette reaction conduit a 
1' activation d'une centaine de genes permettant d'activer 
notamment la voie de la glycolyse anaerobie, la reponse au 
stress et 1 ' angiogenese . Ce dernier mecanisme active en 
particulier le gene du VEGF, dont la sequence SEQ ID NO. 60 
est donnee en annexe, principal facteur angiogenique 
tumoral . 

Ainsi des oligonucleotides selon 1' invention 
bloquant par exemple 1' expression du facteur de 
transcription Hifia ou par exemple celle du VEGF mettent 
les cellules tumorales dans 1 ' incapacity a monter une 
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reponse hypoxique ou angiogenique . L ' angiogenese est un 
mecanisme normalement reprime chez l'adulte a 1> exception 
du cycle menstruel (uterus ovaires) . L' inhibition de ce 
mecanisme a done peu de consequences pour les tissus 
5 normaux. 

En consequence, 1' invention se rapport e a un 
oligonucleotide doiit 1 ' une desdites sequences 
oligonucleotidiques est substant iellement complement a ire 
d'une sequence cible appartenant a une molecule. d'ADN ou 
10 d'ARN messager du gene codant : 

- le f acteur de transcription Hif la ; 

- une ou plusieurs des isoformes du VEGF A ou 
d'un membre de la famille de ce f acteur de croissance. 

15 Dans certains cancers, le phenotype tumoral 

resulte de, ou est maintenu par, 1- expression, d'une 
proteine normalement absente des cellules normales . Cette 
proteine peut resulter de 1' expression actuelle ou ancienne 
d'un genome viral dans la cellule comme celui du virus du 

20 papillome, HPV, ou du virus de 1 'hepatite B. Cette proteine 

peut egalement resulter de la mutation (ponctuelle, 
deletion, insertion) d'un gene cellulaire normal. Dans ce 
cas, il est frequent que la proteine mutee ainsi produite 
possede des proprietes transdominantes negatives par 

25 rapport a la proteine normale. La specif icite des siRNA 

permet d'inhiber la synthase de la proteine mutante sans 
bloquer la synthese des proteines sauvages. Deux exemples 
concernant des formes mutees de la prot6ine p53 et du 
recepteur des androgenes sont rapportes dans la partie 

3 0 experimentale ci-aprds. 

Les travaux de recherche realises dans le cadre 
de 1' invention ont permis de montrer que ces 
oligonucleotides sont part icul ierement adaptes pour 
reprimer des genes nocifs impliques dans la cancer isat ion 

35 et tout particulierement a ceux conduisant a la formation 
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de proteine de fusion dans les cellules cancereuses, comme 
la proteine de fusion PML-RAR alfa. 

En consequence, 1' invention se rapporte tout 
particulierement a des oligonucleotides dont la sequence 
est complementaire d'une sequence cible appartenant a un 
gene resultant d'une translocation chromosomique de facon a 
inhiber les effets de la proteine de fusion exprimee par ce 
gene. Ainsi, la sequence cible est celle correspondant a la 
sequence de la jonction de la proteine de fusion. 

Le tableau 2 de 1 ' annexe A a la fin de la 
presente description est une liste non exhaustive des 
proteines de fusion representant des cibles therapeutiques 
ou diagnostiques pour les oligonucleotides de 1' invention. 

Le fait de cibler avec un oligonucleotide de 
1' invention, la jonction entre deux genes, par exemple les 
deux genes pml et rar«, permet d'aboutir a 1' inhibition 
specif ique de la proteine de fusion sans affecter le role 
biologique des proteines naturelles qui peuvent etre codees 
par le second allele. Cette forme de mise en ceuvre de 
1' invention englobe done toutes les proteines de fusion 
impliquees dans la cancerogenese , particulierement les 
leucemies. Les formes reciproques si elles existent, ainsi 
que tous les variants des proteines de fusion citees en 
annexe constituent egalement des cibles de 1' invention. 
L' invention concerne done tout particulierement, 
1' utilisation des oligonucleotides comme defini ci-dessus 
pour la preparation d'une composition pharmaceut ique 
destinee au traitement des maladies resultant de 
l'expression d'une proteine de fusion, tout 
particulierement dans les cancers. 

Les therapies anti-cancereuses actuelles 
prennent pour cible les cellules cancereuses, par 
differentes approches, prises isolement ou combinees entre 
elles (chimiotherapie, chirurgie, radiotherapie, 
immunotherapie) . Les echecs therapeutiques sont massivement 
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dus soit a des cellules n • ayant pas ete atteintes par le 
traitement soit, et maj oritairement , a des cellules ayant 
mute en reponse au traitement. Cette capacite de mutation 
est grandement facilitee par 1 • instability genetigue des 
cellules tumorales. L'inhibition de la vascularisat ion 
tumorale, privant les cellules d'oxygene et de nutriments, 
a depuis quelques annees ouvert de nouvelles perspectives 
therapeutiques en cancerologie . Cette strategie, 
complementaire des precedentes, prend pour cible la cellule 
endothelial normale de l'hote, genetiquement stable, et 
done theoriquement peu susceptible de muter. De npmbreux 
essais cliniques visant a inhiber 1 • angiog6nese tumorale 
par differentes approches sont en cours dans le monde . 
Cependant, les premiers resultats rapportes semblent assez 
decevants . 

Les Inventeurs ont demontre que des tumeurs 
sbnt capables de compenser les effets d ' inhibiteurs de 
1-angiogenese, en select ionnant des sous-populations de 
cellules secretant de fortes concentrations de facteurs pro 
angiogeniques . 

Les tumeurs ne sont pas const ituees de cellules 
homogenes quant a leur expression genique. Ceci est at teste 
par de tres nombreuses etudes dans lesquelles des 
immunomarquages ont ete realises pour une grande variete 
d« antigenes dans les tumeurs. Macroscopiquement , une tumeur 
est frequemment composee de regions hautement vascularisees 
cotoyant des zones de. necrose ou au contraire avasculaires.. 

Cette heterogeneite tumorale favorise 
1 ' eehappement des tumeurs aux traitements appliques, quelle 
qu'en soit la nature. Plus la diversite de 1' expression 
genique dans une tumeur est grande plus la probability 
qu'il existe au moins une cellule capable de resister a un 
agent anti- tumoral est en effet elevee. II apparait des 
lors essentiel d'associer differentes strategies afin. de 
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reduire tout d 1 abord 1 1 heterbgeneite tumorale et d'eviter 
les phenomenes d 1 echappement . 

L' invention s'interesse tout particulierement a 
5 des siRNAs inhibiteurs de 1' expression de genes 

responsables de 1 ' inact ivat ion de la p53 et a leur 
utilisation dans le traitement des cancers. La p53 est le 
produit d'un gene suppresseur de tumeurs ou ant i -oncogene, 
mute dans plus de 50% des tumeurs chez 1'homme. La p53 est 

10 ainsi consideree comme un « gardien du genome ». Elle est 

activee dans les cellules en cas de stress genotoxique et 
participe a divers processus dont 1' induction du processus 
de mort programmee. 

Dans 74% des cas de mutation monoallelique, 

15 l'iriactivation de la p53 est due a une mutation ponctuelle 

aboutissant a 1' expression d'une proteine de taille 
normale, mais mutee. On considere generalement que la forme 
mutee forme des heteromeres avec le produit de l'allele 
sauvage sur lequel elle agit comme un «: transdominant 

20 negatif » et bloque son activite. La forme mutante semble 

egalement avoir une activite oncogenique en elle-meme. 
Ainsi, des formes mutees de la p53 sont capables d'activer 
le gene MDR, qui facilite la resistance des cellules 
cancereuses aux chimiotherapies . De plus, 1' expression de 

25 mutants de la p53 est associee a une plus forte angiogenese 

tumorale, saris doute erl raison du fait que les formes 
mutantes de la p53 ne sont plus capables de stimuler la 
transcription du gene de la thrombospondine , l'un des plus 
puissants represseurs de 1' angiogenese, et activent le VEGF 

3 0 et le bFGF, deux puissants activateurs de 1 ' angiogenese . De 

plus, les cellules dans lesqiaelles une forme mutee de la 
p53 s'exprime perdent divers niveaux de regulation. En 
particulier elles ne sont plus capables d'entamer un 
processus de mort programmee, qui constitue l'un des 

35 processus majeurs de protection contre la tumorigenese. La 
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restauration d'une activite p53 sauvage entrains, dans des 
cellules tumorales en culture, la restauration de cette 
reponse cellulaire. Ainsi, 1' inhibition de 1' expression des 
formes mutees de la p53 represente potentiellement un outil 
puissant en therapie anti-cancereuse . 

II n'y a, a 1 ' heure actuelle, aucun moyen 
ef ficace de restauirer une activite p53 dans les cellules 
cancereuses humaines. En ce qui concerne les cancers dans 
lesquels les deux alleles sont inactives, des tentatives de 
restauration de 1' activite p53 par therapie genique sont 
envisagees. Ces approches sont compliquees par 
l'utilisation de vecteurs viraux et se montrent pour le 
moment peu efficaces. 

Par ailleurs, il a ete observe sp<§cif iquement 
15 dans les cancers cervicaux lies a 1' infection par le virus 

HPV des cellules du col de 1' uterus , que la p53 peut-etre 
inactivee par la surexpression d'une proteine virale. En 
effet, ce virus code pour une proteine, la proteine E6, qui 
inactive la p53 . Dans ce type de cancers, c' est 
20 1' inhibition de la proteine E6 qui pourra restaurer une 

activite p53 sauvage. 

L' invention vise a of f rir de nouveaux moyens 
permettant d'activer la p53 en inhibant 1' expression de 
genes responsables de son inactivation . Les travaux de 
25 recherche realises dans le cadre de la presente invention 

ont permis de mettre en evidence qu' il etait ainsi possible 
de reprimer de maniere tres efficace et tres specifique 
1 ' expression d'une forme mutante de la p53 . 

L' invention concerne des oligonucleotides 
presentant une sequence complementaire d^une sequence 
polynucleotidique specifique du gene de la p53 mut#e . II 
s'agit done d' oligonucleotides dont la sequence porte une 
mutation par rapport a la sequence de la p53 sauvage. La 
sequence du gene sauvage de la p53 est indiquee dans la 
35 liste de sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO . 1. . 
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Les differentes mutations pouvant intervenir sur la 
sequence de la P 53 sont indiquees dans le tableau 3 de 
1' annexe B a la fin de la presente description. 

Les mutations les plus frequemment observees 
dans les pathologies cancereuses sont reportees dans le 
tableau 4 ci-apres. 

Tableau 4 



Position 


P53 sauvage 


SEQ ID No. 


R273H 


GAGGTGCGTGTTTGTGC 


SEQ ID No. 61 


R248Q 


gcaTgaaccggaggcccaT 


SEQ ID No. 62 


R248W 


gcaTgaaccggaggcccaT 


SEQ ID No. 63 


R249S 


gcaTgaaccggaggcccaT 


SEQ ID No. 64 


G245S 


CTGCATGGGCGGCATGAAC 


SEQ ID No. 65 


R282W 


TGGGAGAGACCGGCGCACA 


SEQ ID No. 66 


R175H 


TGTGAGGCACTGCCCCCAC j 


SEQ ID No. 67 


C242S 


TAACAGTTCCTGCATGGGCG 


SEQ ID No. 6 8 


Position 


P53 mutee 




R27 3H 


GAGGTGCATGTTTGTGC 


SEQ ID No. 6 9 


R24 8Q 


gcaTgaacCAgaggcccaT 


SEQ ID No. 7 0 


R24 8W 


GCATGAACTGGAGGC GAT 


SEQ ID No. 71 


R249S 


gcaTgaaccggagTcccaT 


SEQ ID No. 72 


G245S 


CTGCATGGGCAGCATGAAC 


SEQ ID No. 73 


R282W 


TGGGAGAGACTGGCGCACA 


SEQ ID No. 74 


R175H 


TGTGAGGCGCTGCCCCCAC 


SEQ ID No. 75 


C242S 


TAACAGTTCCTCCATGGGGG 


SEQ ID No. 76 



Ainsi, des oligonucleotides selon 1' invention 
sont complementaires d'une sequence cible appartenant au 
gene de la p5 3 mute portant l'une au moins des mutations 
donnees dans le tableau 3 et tout particulierement l'une au 
moins des mutations du tableau 4 ci-dessus. 

Ces oligonucleotides sont capables de 
discriminer de maniere efficace entre la forme sauvage et 
la forme mutee de la p53 . En effet, la strategie est de 
bloquer 1' expression de la forme mutee pour reactiver la 
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forme sauvage et induire dans les cellules un processus de 
mort programmee pour lequel la forme sauvage est 
indispensable, et/ou bloquer tout autre processus indui.t 
par la forme mutee de la p53 . En outre, cette capacite de 
discrimination des oligonucleotides de 1' invention permet 
de ne toucher que les cellules cancereuses et d'epargner 
les cellules normales, qui n'expriment pas cette forme 

mutee de la p53. 

L' invention a done aussi pour objet le 
traitement ou la prevention des maladies induites par une 
inactivation de la proteine p53 et tout particulierement 
les cancers resultant de 1' expression de la proteine p53 
mutee et les cancers resultant de 1' expression de genes 
inhibiteurs de la p53 . L' invention a encore pour objet de 
15 prevenir 1' apparition de cancers chez les sujets exprimant 

une forme mutee de la p53, comme dans le cas du syndrome de 
Li Fraumeni . 

La P53 peut etre inactivee a travers plusieurs 
mecanismes distincts. En particulier, dans la majorite des 
cancers cervicaux, la P53 est inactivee par une proteine 
codee par le virus du papillome humain, la proteine E6. E6 
entraine 1 ' ubiquit inylation de la P53 ce qui conduit a sa 
degradation par le proteasome. Dans ce cas, 1 ' expression de 
la P53 peut etre restaur^e par 1' inhibition de 1' expression 
de la proteine E6 . L' invention concerne Sgalement des. 
oligonucleotides presentant une sequence complementaire 
d'une sequence polynucleotidique specif ique du gene de la 
proteine E6 de HPV. La sequence du gene de la prot<§ine E6 
de HPV est donnee a la figure 6A ainsi que dans la liste de 
sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO 2 . 
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Comme indique precedemment , une strategie selon 
1' invention a pour but de bloquer a l'aide de RNAi 
1' expression du recepteur des androgenes dans les 
35 carcinomes. La sequence du recepteur des androgenes est 
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donnee dans la liste de sequence en annexe sous le numero 
SEQ ID NO. 77. Pour traiter les carcinomes avant qu'ils ne 
soient devenus resistants ou ceux qui le sont devenus par 
amplification du recepteur sans mutation, des siRNA 

5 homologues d'une region pour laquelle aucune mutation n'a 

ete decrite dans les banques de donnees des mutations du 
recepteur des androgenes (notes siRNA AR) ont ete utilises. 
Pour traiter specif iquement les carcinomes prostatiques 
devenus androgeno resistants par mutation, un sequencage de 

10 l'ARNm codant pour le recepteur sera effectue dans les 

cellules du patient afin de concevoir une sequence 
specif ique de la mutation, permettant de traiter le patient 
sans consequence pour les cellules normales . Un exemple est 
presente par 1 ' utilisation de siRNA reconnai s sant 

15 specifiquement la mutation du recepteur des androgenes 

presente dans la lignee cellulaire LNCaP (siRNA LNCaP) . 

En consequence, 1' invention se rapporte a des 
oligonucleotides substant iellement complementaires d'une 
sequence cible appartenant a une molecule d'ADN ou d' ARN 

2 0 messager codant le recepteur aux androgenes mute ou non 

mute. II s'agit par exemple du recepteur aux androgenes 
portant 1 ' une au moins des mutations donnees dans le 
tableau 5 de 1 'annexe C. Ces oligonucleotides de 
1' invention specif iques du recepteur aux androgenes sont 

25 utiles pour traiter ou prevenir les maladies androgeno- 

dependantes, comme par exemple le cancer de la prostate. 

D'autres avantages et caracterist iques de 
1' invention apparaitront des exemples qui suivent 
30 concernant : 

- Exemple 1 : Inhibition de la proteine PML- 
RARtx associee a la leucemie aigue promyelocytaire (APL) . 

- Exemple 2 : Inhibition de 1 ' angiogenese 
tumorale induite par- le VEGF. 
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Exemple 3 : Inhibition de la reponse 
hypoxique induite par HIF1 a. 

- Exemple 4 : Inhibition des formes sauvages ou 
mutantes des recepteurs des androgenes dans les cellules de 

carcinome prostatique. 

- Exemple 5 : Inhibition des formes sauvages ou 

mutantes de la proteine p53 . 

- Exemple 6 : Inhibition de la proteine virale 

B6. 

- Exemple 7 : Utilisation des : hybrides ADN/ARN 
pour inhiber 1' expression de differentes proteines. 

- Exemple 8 : Administration in vivo de siRNA 
par differentes voies. 

II est fait reference dans les exemples aux 
figures dans lesquelles : 

La figure 1A est une representation 
schematique des proteines RARa, PML et de la proteine de 
fusion associee, PML - RARa . La figure IB represente les 
resultats de transf ections avec uii siRNA dirige contre PML- 
RARa . 

La figure 2 concerne l 1 inhibition de 
1' express ion du VEGF par des siRNA diriges contre cette 
proteine et les consequences de cette inhibition. La figure 
2A represente 1 1 immunodetection du VEGF dans des cellules 
c»J4 ou LNCaP transfectees par le siRNA controle ou un siRNA 
dirige contre le VEGF. La figure 2B represente la 
quantification par ELISA du VEGF dans le milieu conditionne 
des cellules cj4 transfectees par le siRNA controle ou le 
siRNA VEGF en fonction du temps apres la transf ect ion . La 
figure 2C represente la courbe de croissance chez des 
souris nudes de tumeurs provenant de l f injection sous 
cutanee de 10 6 cellules cJ4 non transfectees, transfectees 
par le siRNA controle ou le siRNA VEGF. La figure 2D 
represente 1 ' aspect des tumeurs au jour 7 apres injection 
des cellules. La figure 2E represente 1 1 immunodetection du 
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VEGF dans des tumeurs provenant de 1' injection de cellules 
cj4 transferees avec le siRNA controle ou le siRNA VEGF 
apres 12 jours de developpement in vivo. 

- La figure -3 concerne 1 ' effet de 1 1 inhibition 
par un siRNA specif ique de 1' expression d'un facteur de 
transcription, HIFlalpha, sur la reponse transcriptionnelle 
a l'hypoxie. La figure represente la mesure de l'activite 
d'un reporter VEGF luciferase en reponse a l'hypoxie dans 
des cellules cJ4 non transfectees, transfectees par le 
siRNA controle ou par le siRNA dirige contre HIFlalpha. 

- La figure 4 concerne 1" inhibition par des 
siRNA specif iques : de 1' expression du recepteur des 
androgenes dans des cellules et les consequences 
fonctionnelles de ces inhibitions. La figure 4A represente 
la detection par immunoblot de 1' expression du recepteur 
des androgenes 4 8h apres trans feet ion des cellules LNCaP 
par un siRNA controle ou un siRNA dirige contre le 
recepteur des androgenes (AR) . La figure 4B represente la 
mesure de l'activite d'un reporter 4xARE luciferase au 
R1881 dans divers' clones de la lignee LNCaP non 
transf ectee, ou transf ectee par le siRNA controle ou le 
siRNA AR. La figure 4C represente la comparaison de la 
reponse au R1881 de cellules LNCaP non transfectees (100%) , 
et des cellules LNCaP transfectees par un siRNA controle, 
un siRNA dirige contre le recepteur des androgenes (AR) ou 
un siRNA reconnai s sant specif iquement une mutation 
ponctuelle presente dans le recepteur des androgenes de la 
lignee LNCaP. La figure 4D represente la croissance chez 
des souris nudes de tumeurs resultant de 1' injection sous 
cutanee de cellules LNCaP transfectees par un siRNA 
controle ou par un siRNA dirige contre le recepteur des 
androgenes. La figure 4E represente la croissance de 
tumeurs LNCaP chez des souris ayant re<?u au 4 0e jour apres 
implantation des cellules une injection intraveineuse dans 
la veine de la queue de 2ug de siRNA diriges contre le VEGF 
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ou de siRNA controle. La figure 4F represente la croissance 
de tumeurs LNCaP chez des souris ayant regu au 34e et au 
40e jour apres implantation des cellules tumorales une 
injection intraperitoneal de 2ug de siRNA dirige centre le 
recepteur des androgenes ou de siRNA controle. 

La figure 5 concerne 1' inhibition de 
1' expression de . formes sauvages ou mutantes de la p53 par 
des siRNA et des consequences f onctionnelles de ces 
inhibitions. La figure 5A represente la sequence de 
proteine p53 humaine . La figure 5B represente 1* inhibition 
specif ique et dependante de la dose par des siRNA de 
1' expression de formes sauvages ou mutantes de la p53 
transferees dans des cellules ne l'exprimant pas 
initialement. La figure 5C represente 1 ' inhibition 
15 specif ique par des siRNA de 1' expression simultanee ou non 

de formes sauvages ou mutantes de la P 53 transferees dans 
des cellules ne l'exprimant pas initialement. La figure 5D 
represente 1" inhibition de 1' expression de la p53 endogene 
sauvage Ou d'une forme mutante transfectee de p53 par des 
siRNA. La figure 5E represente l'effet de 1' inhibition de 
la p53 par des siRNA sur la resistance a un stress 
genotoxique. Les figures 5 F, G, H et I montrent 
l'inhibition de l'expression d'un forme mutante de la p53 
dans les cellules d'un patient atteint du syndrome de Li 
Fraumeni sur le niveau de l'ARNm (5G) , et 1 ' expression de 
la proteine par immunoblot (GF) ou en immunofluorescence 
indirecte (5H) et les consequences sur la resistance de ces 
cellules a un stress genotoxique. La figure 5 J montre 
l'inhibition par les siRNA specif iques de la transcription 
dependante de la p53 dans des cellules exprimant par 
transfection des formes sauvages ou mutantes de la p53.. La 
figure 5K montre l'inhibition de l'expression d'un des 
genes cibles de la p53, la p21, proteine inhibitrice de la 
proliferation cellulaire, par la coexpression de formes, 
mutantes de la p53 et la restauration de cette expression 
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par traitement des cellules avec un siRNA inhibant la 
synthese de la forme mutante de la p53 . 

La figure 6 concerne 1 1 inhibition de 
l 1 expression de la proteine E6 du virus du papillome humain 
5 HPV par des siRNA specifiques et les consequences de cette 

inhibition. La figure 6 A represente la sequence de la 
proteine HPV. La figure 6B represente l'effet de 
l 1 inhibition par des siRNA specifiques de l 1 expression de 
la proteine E6 de HPV dans des cellules qui expriment ce 
10 virus, sur l 1 expression de la p53 et de la p21. Les figures 

6C et 6D representent l'effet de 1' inhibition de 
l 1 expression de la proteine E6 de HPV sur le cycle 
cellulaire . 

- La figure 7 concerne 1 1 utilisation de siRNA 
15 hybrides, comportant des bases ADN et des bases ARN. Les 

figures 7A et 7B representent l f effet de siRNA hybrides. 
ADN / ARN sur 1 1 expression de la GFP exprimee par 
transfection dans des cellules. La figure 7C compare 
l'effet de siRNA ARN /ARN , ADN / ARN ou ARN / ADN a dose 
20 constante sur 1 1 inhibition de la transcription induite par 

le recepteur des androgenes. Les figures 7D et 7E 
representent les effets d'une substitution de bases ARN par 
des bases ADN dans la sequence de siRNA inhibant la 
synthese de la p53 . 
25 - La figure 8 concerne l 1 inhibition de la 

lucif erase dans des tumeurs exprimant cette enzyme par 
injection de siRNA par voie sous cutanee, ou intra- tumorale 
ou intra-peritoneale ou intra-veineuse 

3 0 EXEMPLE 1 : INHIBITION DE LA PROTEINE PML-RAROC 

ASSOCIEE A LA LEUCEMIE AIGUE PROMYELOCYTAIRE (APL) . 
I '- I n t r oduc t i ori . 

La leucemie aigue promyelocytaire (APL) est due 
a la translocation t(15 ;17) sur le chromosome 15, Chez les 
35 patients atteints, le recepteur de l'acide retinoique RARa 
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(RARa) est fusionne a la proteine PML (promyejocytic 
leukemia protein) generant ainsi la proteine de fusion PML-, 
RARtt. Jusqu'a ce jour, cinq proteines de fusion met t ant en 
jeu le RARtt ont ete identifies. Tous ces types de 
leucemies impliquent le recepteur RARtt et sent 
cliniquement similaires, ce qui suggere que la rupture de 
la voie de transduction de l'acide retinoique est cruciale 
dans la pathogenese des leucemies APL. 

La proteine de fusion PML-RARa a garde les 
domaines de liaison a l'ADN et a l'acide retinoique du 
RARtt. II a ete tnontre que la proteine de fusion PML-RARa 
reprime 1' expression des genes cibles de l'acide retinoique 
et provoque ainsi le blocage de la dif f erenciation des 
cellules promyelocyt aires. Seule 1 ' administration de doses 
pharmacologiques d'acide retinoique permet la levee de la 
repression transcriptiortnelle exercee par PML-RARa et la 
reprise de la dif f erenciation cellulaire. En outre, la 
portion proteique PML de la proteine de fusion pourrait 
egalement intervenir dans le mecanisme du blocage de la 
voie de transduction par l'acide retinoique. Dans la mesure 
ou PML fonctionne comme un inhibiteUr de croissance et un 
agent apoptotique et qu'elle est necessaire pour 
1' expression de certains genes induit par l'acide 
retinoique, 1'effet dominant negatif de PML -RARtt sur PML 
pourrait permettre aux cellules d'acquerir une capacite de 
croissance, une resistance a l'apoptose et un arret de la 
dif f erenciation . 

Des etudes de biologie cellulaire sur PML ont 
montre que cette proteine possede une localisation 
particuliere dans le noyau, dans des structures 
particulieres appelees corps nUcleaires. II semble que le 
roie de ces structures soit en relation directe avec le 
r 61e antioncogene de PML. Dans les cellules malignes APL, 
la proteine PML - RARa provoque, par heterodimerisation avec, 
PML, la delocalisation de PML des corps nucleaires vers des 
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structures microponctuees pouvant correspondre a des sites 
d'ancrage de PML-RARa sur la chromatine. Cette 
delocalisation pourrait bloquer la fonction prd-apoptotique 
de PML et son role dans la dif f erenciation myelolde. 
5 Plusieurs equipes ont montre que le traitement combine a 

l'acide retinoique et a l'AS 2 0 3 sur des lignees cellulaires 
qui expriment la proteine de fusion PML-RARa permet la 
degradation des proteines de fusion en meme temps qu'une 
relocalisat ion de PML sur les corps nucleaires. Cette 

10 reorganisation des corps nucleaires restaure les fonctions 

de PML et contribue a la reprise de la dif f erenciation. 

Finalement, la proteine chimere PML-RARa aura it 
done un double effet dominant negatif, sur RARa et sur 
PML, en permettant a la fois aux cellules d'echapper 

15 l'apoptose et de bloquer la dif f erenciation des 

promyelocytes ainsi transf ormes . 

Plus de 98% des patients atteints par la 
leucemie APL presentent la translocation 
t (15 ;17) (q22 ;q21) qui conduit a la formation de genes 

20 fusionnes PML - RARa e t RARa ^ PML . II existe deux sous- types 

de proteines de fusion PML-RARa, les fusions S (short) et 
L (Long) . La forme longue de la proteine de fusion PML- 
RARa correspondant a une proteine de 955 acides amines 
represente la forme majoritairement exprimee et a done ete 

25 prise comme modele dans cette etude (Annexes A, B et C) . 

Cette proteine comporte les acides amines 1 a 552 de la 
proteine PML fusionnes avec les acides amines 59 a 462 du 
recepteur a de l'acide retinoique (RARa). 

II - Preparation et administration des 

3 0 oligonucleotides . 

Des oligonucleotides RNA complementaires 
correspondant a la sequence de la jonction du gene de la 
proteine de fusion, soit 10 nucleotides du gene PML et 10 
nucleotides du gene RARa ont ete synthetises avec 

35 adjonction de deux deoxythymidines en 3' (Figure 1). Ces 
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oligonucleotides ont ete hybrides et 1 ' obtentip.il de 
1' oligonucleotide double-brin a ete verifiee sur : gel 

d' acrylamide . 

Les sequences des siRNA PML-RAR et controle 

utilises (5* -3') sont donn^es ci-dessous. 
Controle : 

FW : 

[CAUGUCAUGUGUCACAUCUC]ARN[TT]ADN (SEQ ID NO . 3 ) 
REV : 

[GAGAUGUGACACAUGACAUG] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 4) 
PR : 

Sens : 

[GGGGAGGCAGCCAUUGAGAC] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 5) 
Antisens : 

[GUCUCAAUGGCUGCCUGCCC] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO . 6) 
III - Resultats . 

Des fibrobastes NIH3T3 ont et<§ cotransf ectes 
avec de la lipof ectamine par un vecteur d' expression de la 
proteine PML-RARa (lOOng) et par 500ng de siRNA contrSle 
(C) ou diriges centre PML-RARa (PR): . 48 h apres 
transfection, un western blot (Figure IB) a ete realise sur 
des extraits cellulaires totaux en utilisant un anticorps 
qui reconnait la proteine RARa, entiere ou sous forme de 

proteine de fusion. 

La figure IB montre que la transfection du 
siRNA PR inhibe tres fortement 1' expression de la proteine 
de fusion PML-RARa par rapport aux cellules transferees 
avec le siRNA controle (C) , sans modifier ^expression de 
la proteine RARa. 

EXEMPLE 2 : INHIBITION DE L / ANGIOGENESE 
TUMORALE PAR LE VEGF . 

I - Introduction . 

Le VEGF (vascular endothelial growth factor) 
est l'un des plus puissants facteurs angiogeniques 
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identifies. Ces facteurs sont surexprimes dans de 
nombreuses situations d 1 hypervascularisat ion pathologiques 
et notamment dans le developpement tumoral. L 1 inhibition de 
cette angiogenese permet de bloquer la croissance tumorale . 
Notre procede a pour but d'inhiber 1 1 angiogenese tumorale 
en bloquant 1' expression de 1 1 un de ces facteurs 
angiogeniques et dans cet exemple celui du VEGF par les 
cellules tumorales. 

II - Preparation et administration des 
oligonucleotides . 

Deux oligonucleotides RNA, complementaires 
d'une region de la sequence codante du VEGF humain, 
conservee chez le rat et la souris ont ete synthetises . 
Deux deoxynucleo tides (TT) ont ete ajoutes en 3' 

- Sequence des RNAi VEGF : 

5* [AUGUGAAUGCAGACCAAAGAA] RNA-TT [DNA] (SEQ ID NO. 7) 
5' [UUCUUUGGUCUGCAUUCACAU]-RNA-TT[DNA] (SEQ ID NO . 8) 

- Sequence des RNAi controle : 

5' [CAUGUCAUGUGUCACAUCUC] RNA-TT [DNA] (SEQ ID NO . 9) 
5 1 [GAGAUGUGACACAUGACAUg] RNA-TT [DNA] (SEQ ID NO. 10) 

Ces oligonucleotides ou des oligonucleotides 
controle, dont la sequence ne presente aucune homologie 
avec les sequences .repertoriees dans les bases de donnees, 
ont ete hybrides et transfectes en utilisant le kit 
polyfect (Qiagen) dans des cellules d'un fibrosarcome de 
rat (cJ4) ou dans les cellules, humaines du carcinome 
prostatique LNCaP . 

Ill - Resultats . 

4 8h apres transf ection, une immunofluorescence 
indirecte a ete r<§alisee pour detecter l f expression de la 
proteine dans les cellules. La figure 2A rnontre une 
inhibition massive de 1' expression du VEGF. 

Pour quantifier cet effet, un dosage du VEGF 
dans des cellules - cJ4 transf ectees en parallele avec le 
RNAi controle ou avec le. RNAi VEGF a ete effectue par ELISA 
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(quantikine, R&D) . Les cellules ont ete incubees 48h. avant 
le dosage dans un milieu contenant 1% de serum. Le dosage a 
ete realise 4 jours et 6 jours apres la transf ection .. Pans 
ces conditions, la figure 2B montre une inhibition de la 
secretion de VEGF de 85% a 4 jours et de 75% a 6 jours et 
de 60% a 13 jours dans les cellules transf ectees avec le 
RNAi VEGF compare a celles transf ectees avec le RNAi 

controle (figure 2B) . 

L'effet de 1' inhibition de 1' expression de VEGF 
par les cellules tumorales a ete teste in vivo : 3 jours 
apres transf ection, trois groupes de 4 souris nudes 
femelles de 4 semaines ont ete injectes en sous cutane a 
raison de un million de cellules par souris : Le premier 
groupe a ete injecte avec des cellules non transf ectees , le 
second avec des cellules transf ectees par le RNAi controle, 
le troisieme par des cellules transf ectees avec le RNAi 
VEGF. Aucune selection des cellules transferees n'a ete 
effectuee avant 1* injection. 

La croissance tumorale a ete suivie en mesurant 
le volume des tumeurs a intervalles reguliers (figure 2C) . 

Les figures 2C et 2D ne montrent aucune 
difference significative entre les tallies des tumeurs des 
groupes A et B. Une tres forte reduction du volume tumoral 
est observee dans le groupe C. L 1 aspect des tumeurs, 
beaucoup plus blanches dans le groupe C (Fig 2D) traduit 
une diminution marquee de la vascularisation tumorale. 
Apres sacrifice des animaux, au jour 12 apres 1- injection, 
les tumeurs ont ete dissequees, fixees et une 
immunodetection du VEGF realisee sur des coupes de ces 
tumeurs. On observe une tres forte reduction de 
1- expression du VEGF dans les tumeurs du groupe C en 
comparaison avec celles du groupe B (Figure 2E) . 

Dans une autre experience, des tumeurs ont ete 
induites chez des souris nudes males par injection de 
cellules du carcinome prostatique LNCaP. 40 jours apres 
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injection, le volume des tumeurs ayant atteint 1 a 1,5cm 3 , 
les souris ont ete divisees en deux groupes. Le premier 
groupe (4 souris) a regu une injection intraveineuse dans 
la veine de la queue de 2 microgrammes de siRNA controle 
dans lOOul de PBS . Le second groupe a regu une dose 
equivalente de siRNA VEGF dans les memes conditions. On 
observe que le siRNA VEGF, mais pas le siRNA controle, 
induit un arret transitoire de la croissance tumorale. 
(figure 4D) . 

EXEMPLE 3: INHIBITION DE LA RE PONS E HYPQXIQUE . 

I - Introduction . 

Certaines tumeurs sont capables de se 
developper dans des conditions de forte anoxie. On observe 
tres frequemment dans les tumeurs des regions tres peu 
vascularisees. Cette faible sensibilite a l'hypoxie a deux 
consequences : d f une .part un traitement anti-angiogenique a 
peu de chances d'etre, efficace sur ces tumeurs ou ces sous 
populations tumorales . D 1 autre part, cette faible 
vascularisation rend difficile la delivrance de molecules 
therapeutiques. Le facteur de transcription Hifla regule 
1'activite de plus de 100 genes permettant la reponse 
hypoxique. L 1 inhibition de ce facteur de transcription dans 
les tumeurs hypoxiques a pour but de bloquer leur 
croissance . 

II - Preparation des oligonucleotides , 

- RNAi Hifla 

5 1 [CAUGUGACCAUGAGGAAAUGA] RNA-TT [DNA] (SEQ ID NO. 11) 
5 1 [UCAUUUCCUCAUGGUCACAUG] RNA-TT [DNA] (SEQ ID NO. 12) 

- RNAi controle 

5 1 [GAUAGCAAUGACGAAUGCGUA] RNA-TT [DNA] (SEQ ID NO. 13) 
5 1 [UACGCAUUCGUCAUUGGUAUC] RNA-TT [DNA] (SEQ ID NO. 14 ) 

III - Resultats i . 

Le promoteur du VEGF contient un element de 
reponse au facteur de transcription Hifla. Pour tester in 
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vitro l'effet d'un RNAi dirig6 centre Hifia, nous . avons 
transfectS des cellules cJ4 avec un vecteur reporter VEGF- 
ltlcif erase, seul ou en association avec un RNAi Hifia ou 
contrSle. 

24h apres transf ect ion, les cellules ont ete 
incubees pendant 18h en milieu sans serum, additionne ou 
non de chlorure de Cobalt lOOuM afin de produire des 
conditions hypoxiques puis l'activite lucif erase a 6t$ . 
mesuree. 

La figure 3 montre une inhibition complete de 
1" induction de la reponse du promoteur VEGF a 1 ■ hypoxie a 
ete observee lorsgue les cellules sont transfectees avec le 
RNAi Hifia ma is pas avec le RNAi controle. 

EXEMPLE 4 : inhibition des formes sauvages ou 
mutantes des receptees des androgenes dans les carci nomes 
prostatiques . 

I - Introduction . 

Les carcinomes prostatiques sont la deuxierae 
cause de mortalite par cancer pour les hommes dans les pays 
industrialises- En France, ils sont la cause de plus de 
9500 morts par an. Les cellules epith€liales prostatiques 
sont dependantes des androgenes pour leur croissance. Les 
carcinomes prostatiques sont initialement androgeno- 
dependants. Une castration chimique permet dans un premier 
temps de bloquer la croissance du carcinome. Cependant dans 
tous les cas, ces carcinomes devieiinent androgeno- 
independants et leur pronostic est alors tres pessimiste. 
Cette androgeno- independance est due suivant les individus 
le plus souvent a une mutation du recepteur (lui conferant 
par exemple une reponse aux oestrogenes ou aux 
glucocorticoides) ou a une amplification du recepteur. 

II - Preparation des oligonucleotides . 

Deux oligonucleotides ARN, complementaires 
d'une region de la sequence codante du recepteur androgene 
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(AR) non mute humain, ont ete synthetases. Deux 
deoxynucleotides (TT) ont ete ajoutes en 3 ! . Dans d'autres 
experiences, des siRNA, denommes LNCaP, reconnaissant 
specif iquement la mutation du recepteur des androgenes 
5 (T877A) dans les cellules de carcinome prostatique humain 

LNCaP ont ete utilises. 

- AR : 

5' [GACUCAGCUGGCCCAUCCACG] ARN-TT [ADN] (SEQ ID "NO. 15) 
5' [CGUGGAUGGGGCAGCUGAGUC] ARN-TT [ADN] (SEQ ID NO. 16) 
10 - Controle : 

5 f [GAUAGCAAUGACGAAUGCGUA] ARN-TT [ADN] (SEQ ID NO. 17) 
5 ' [UACGCAUUCGUCAUUGCUAUC] ARN-TT [ADN] (SEQ ID NO . 18 ) 

- LNCap : 

15 5' [GCAUCAGUUCGCUUUUGAC] ARN -TT [ADN] (SEQ ID NO. 19) 

5' [GUCAAAAGCGAACUGAUGC] ARN -TT [ADN] (SEQ ID NO. 20) 

Plusieurs sous-clones de la lignee de carcinome 
prostatique humaine LNCaP ont ete utilises dans cette 
etude. La lignee originale, LNCaP, est androgeno- 

20 dependante. Les cellules LN70, obtenues par passages 

repetes de la lignee LNCaP in vitro, ont une diminution de 
leur reponse aux androgenes. Le clone LNS5 , obtenu apres 
passage des cellules chez 1 1 animal , est androgeno- 
resistant . 

25 III - Resultats. 

Des cellules LNCaP ont ete transfectees in 
vitro avec des siRNA AR ou des siRNA controle en utilisant 
1 1 agent de transfection polyfect (qiagen) . 48h apres 
transf ection, les cellules ont ete detachees de leur 

30 support. La moitie des cellules a ete utilisee pour 

realiser une detection par western blot du recepteur des 
androgenes, 1 1 autre moitie a ete remise en culture. Le 
recepteur des androgenes (bande a 110 kDa) n'est plus 
detectable par western dans les cellules transfectees par 

35 le siRNA AR (Figure 4A) . Les cellules transfectees par le 
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siRNA remises en culture se sont averees • incapables de 
poursuivre leur croissance, contra irement aux cellules 
transfect£es par le siRNA contr61e. 

Le niveau de riponse aux androgenes a et6 
mesure en transfectant diff erents clones cellulaires de la 
lignee LNCaP avec un vecteur rapporteur placant la sequence 
codante de la lucif erase en aval d'un promoteur minimal 
flanque de 4 repetitions de 1' element de reponse aux 
androgenes (4xARE) . Apres transf ection, les cellules pnt 
ete incubees pendant 18h en absence de serum et en presence 
ou en absence d'un analogue metaboliquement stable de la 
dihydro testosterone, le R1881 (NEN) . Le rapport des 
activites luciferases dans ces deux conditions permet de 
mesurer le niveau de reponse aux androgenes du vecteur 
reporter. 

Nous avons mesure l'effet de la cotransf ection 
dans ces cellules du RNAi controle ou du RNAi AR sur la 
reponse aux androgenes des differents clones de la lignee 
LNCaP . 

La figure 4B montre une inhibition complete de 
la reponse aux androgenes dans les deux clones sensibles 
aux androgenes : LNCaP et LNCaP p70 . Cette methode ne 
permet pas de mesurer la reponse du clone LNS5, androgeno- 
resistant, au traitement par le RNAi AR. 

Le recepteur des androgenes present dans la 
lignee LNCaP est porteur d'une mutation. Nous avons utilise 
deux siRNA. differents pour inhiber sa synthese, le siRNA AR 
precedemment utilise et le siRNA LNCaP reconnaissant 
specifiquement la mutation LNCaP. La reponse aux androgenes 
a ete mesuree comme dans 1 * experience 4B (Figure 4C) . 

Pour etudier l'effet de 1 ' inhibit ion de 
1' expression du recepteur des androgenes sur la croissance 
tumorale in vivo des cellules de carcinome prostatique, des 
cellules du carcinome LNCaP, transf ectees par un siRNA 
controle (groupe A) ou AR (groupe B) ont ete inj ectees en 
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sous cutane a des- souris nudes males. La croissance 
tumorale a ete suivie a intervalles reguliers. On observe 
que les tumeurs des animaux du groupe B ont demarre plus 
tardivement que celles du groupe A et que le volume des 
5 tumeurs du groupe B au 48e jour est nettement plus petit 

que celui des tumeurs du groupe A (Figure 4D) . 

Dans une autre experience, des cellules LNCaP 
ont ete injectees chez des souris nudes males. Lorsque, au 
34e jour, les tumeurs ont atteint un volume compris entre 
10 1,2 et 1,5 cm 3 , les souris ont regu par voie 

intraperitoneal une injection de 2]ag de siRNA controle ou 
AR dans lOOvil de PBS. Cette injection a ete repetee au 40e 
jour. On observe que 1 1 administration de siRNA AR entralne 
un ralentissement de la croissance tumorale (Figure 4E) . 

15 

EXEMPLE 5 : Inhibition des formes sauvages ou 
mutantes de la proteine p53 . 

I - Preparation des oligonucleotides , 

Les trois siRNAs dont la sequence est indiquee 
20 ci-dessous ont ete prepares, l'un dirige contre la forme 

sauvage de. la p53, et 1' autre dirige contre la forme mutee 
exprimee chez un patient et ayant donne lieu a 
1 ' etablissement d'une lignee. 

Cette mutation correspond a 1 ' une des trois 
25 observees le plus frequemment dans les tumeurs humaines . 

- p53 sauvage : 

Sense : [ GC AUGAAC CGGAGG C C C AU ] ARN [TT] ADN ( SEQ ID NO .21) 
Anti: [AUGGGCCUCCGGUUCAUGC] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 22) 

- p53 MT1 (r248w) : 

30 Sense: [GCAUGAACUGGAGGCCCAU] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 23) 

Anti: [AUGGGCCUCCAGUUCAUGC] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 24) 

- p53 MT2 (r248w) : 

Sense: [ ETC AUGAAC UGGAGGCCCAU] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 25) 
Anti: [AUGGGCCUCCAGUUCAUGA] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 26) 
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Les nucleotides soulignes dans la p53 sauvage 
sont ceux qui sont mutes dans la forme mutante et qui sont 
en italique dans les sequences des formes mutees de la P 53 
mutee ( P 53 MT1 et MT2) . Les bases en gras ci-dessus sont 
5 des mutations qui ont ete introduites pour augmenter la 

specif icite. 

II - Resultats . 

Comme montre sur la figure 5B, les cellules 
H1299-NCI, qui n'expriment pas la p53 , ont ete transferees 
10 (en utilisant la lipofect amine ) par des vecteurs 

d' expression (400 ng) de la P 53 sauvage (WT) ou mutee (mt) . 
Les siRNAs (en dose croissante : 0, 125 ng, 250 ng, 500 ng. 
et 100 0 ng ) diriges contre la forme sauvage (WT) , la forme 
mutee (MT1 et MT2), ou un siRNA irrelevant (C) ont ete 
transfectes en meme temps. Les cellules ont ete collectees 
24 heures apres, et analysees par Western blot avec un 
anticorps dirige contre la p53 . 

Comme montre sur la figure 5C, les cellules 
H1299-NCI, qui n'expriment pas la p53, ont ete transfectees 
(en utilisant la lipof ectamine) par des vecteurs 
d' expression (400 ng) de la P 53 sauvage (WT) , mutee (mt) ou 
un melange des deux (WT+MT) , comme indique. Les siRNAs (400 
ng) diriges contre la forme sauvage (WT) , la forme mutee 
(MT1) , ou un siRNA irrelevant (C) ont ete transfectes en 
meme temps. Les cellules ont ete collectees 24 heures 
apres, et analysees par Western blot (ib : immunoblot) avec 
un anticorps dirige contre la P 53 (D01, Santa Cruz), ou 
l'actine cellulaire (Sigma) pour controler la quantite de 
proteines utilisee dans le test. 

Comme montre sur la figure 5D, des cellules 
U20S (osteosarcome humain exprimant une forme sauvage de la 
P 53) ont ete transfectees de f agon stable soit par un 
vecteur exprimant une forme mutante de la P53 (R248W) soit 
par le vecteur vide correspondant (pCDNA3) . Ces lignees ont 



2 0 



25 



30 



BNSDOCID: <WO 03O4O366A2_L> 



WO 03/040366 



PCT/FR02/03843 



ete transfectees' par les siRNA indiques et 1' expression des 
proteines indiquees a ete detectee par western blot. 

Dans' tous les cas, le siRNA dirige contre la 
forme mutee de la proteine inhibe la forme mutee et le 
5 siRNA dirige contre la forme sauvage inhibe la forme 

sauvage . De plus, il n'y a pas de « reaction croisee », 
puisque le siRNA dirige contre la forme sauvage n'a pas 
d'effet sur la forme mutee et reciproquement . II faut noter 
que 1' expression du mutant stabilise la proteine sauvage 

10 lorsqu'elle est co-exprimee. En consequence, 1' inhibition 

du mutant ramene, par cet effet indirect, la forme sauvage 
a son niveau de base, sans qu'il n'y ait inhibition de 
1' expression de la proteine. 

Comme montre sur la figure 5E, les cellules 

15 utilisees dans la figure 5D ont ete transfectees par les 

siRNA indiques . Les cellules ont ensuite ete soumises a un 
stress genotoxique par traitement a la doxorubicine (200 
ng/ml) pendant 24h.La Figure 5E montre 1 ' analyse du cycle 
cellulaire de ces cellules par incorporation de Iodure de 

20 propidium et analyse au FACS . Les cellules non transfectees 

avec la forme mutante, et done n'exprimant que la forme 
sauvage (cellules PCDNA) montrent un fort pourcentage 
d' arret en Gl en presence de dauxorubicine . Le traitement 
de ces cellules par le . siRNA sauvage, en diminuant la p53 

25 sauvage, reduit cet arret en Gl . Les cellules qui expriment 

la forme mutee et sauvage (R248W) s'arretent peu en Gl en 
presence de dauxorubicine, montrant que la forme mutee 
inhibe l'activite de la forme sauvage. Quand ces cellules 
sont traitees avec le siRNA mtl, elles recuperent une 

30 capacite normale (a comparer avec les controles PCDNA non 

traitees) de s'arreter en Gl, montrant la restauration de 
l'activite p53 sauvage dans ces cellules. 

Comme montre sur les figures 5 F, G, H, les 
cellules MDA 087 (provenant d'un patient atteint d'un 
3 5 syndrome de Li Fraumeni et exprimant le mutant R24 8W) ont 



BNSDOCID: <W O 03040366A2 ) > 



WO 03/040366 



36 



PCT7FR02/03843 



10 



ete transf ectees avec un siRNA dirige centre la forme 
mutante (MT1) de la p53, ou encore avec un siRNA irrelevant. 
(C) (1,6 ug). L'expression de la P53 a ete detectee dans 
ces cellules par western blot (Figure 5F) , les ARN 
messagers ont ete mesures par PCR quantitative (Light 
cycler, Roche) (Figure 5G) ou immunofluorescence (Figure 
5H) . 

Les cellules MDA 087 ont ete transf ectees avec 
un siRNA reconnaissant la forme sauvage (WT) ou la forme 
mutee de la P 53 (mtl) ou encore par un siRNA controle puis, 
soumises a un stress genotoxique par traitement a la 
doxorubicine (200 ng/ml) pendant 24h. L' expression de la 
forme mutante de la p53 a ete detectee par western blot 
dans les cellules. On observe que les cellules ayant recu 
15 le siRNA mtl ne sont pas capables de stabiliser la p53 en 

reponse a la dauxorubicine (Figure 51). 

La figure 5 J montre l'effet des siRNA mtl et 
mt2 dans des cellules qui expriment les formes sauvages et 
mutees de la p53 . Les cellules H1299-NCI, qui n' expriment 
20 pas la p53, ont ete transf ectees (en utilisant la 

lipofectamine) par un vecteur reporter comportant le gene 
de la lucif erase sous contrdle d'Un element de r€ponse a la 
p53 et des vecteurs d' expression (400 ng) de la p53 sauvage 
(WT) , mutee (MT) ou un melange des deux (WT+MT) , comme 
indique. Les siRNAs (400 ng) diriges contre la forme 
sauvage (WT) , la forme mutee (mtl, mt2), ou un siRNA 
irrelevant (C) ont ete transfectes en meme temps. Les 
cellules ont ete collectees 24 heures apres et analys^es 
pour l'expression de la lucif erase. La p53 sauvage seule 
active le vecteur reporter, et la co-expression de la forme 
mutante inhibe cette activite. La co- transf ection du siRNA 
sauvage inhibe l'expression de la proteine sauvage et done 
1' activation residuelle du gene reporter. La co- 
transf ection des siRNAs mtl ou mt2 , au contraire, restaure 
35 cette activation en bloquant select ivement l'expression de 
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la forme mutee et en empechant I'effet de transdominant 
negatif qu'elle'exefce sur la forme p53 sauvage. 

La figure 5K montre un resultat similaire sur 
1' expression d'une des cibles de la p53, la proteine 
inhibitrice de la proliferation cellulaire p21, dans des 
cellules traitees comme dans la figure 5F. L' expression de 
la p21, detectee par western blot est activee par la p53 
sauvage et inhibee lorsque le mutant est co-exprirae. Cette 
inhibition est levee en presence du siRNA mtl. 

EXEMPLE 6 : Inhibition de la proteine virale EG . 

I - Preparation des oligonucleotides . 

Un siRNA dirige contre la proteine E6 de HPV a 
egalement ete prepare. II repond a la sequence suivante : 
- HPV-16-S2 

Sens: 5' [CCACAGUUAUGCACAGAGC] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 27) 
Ant i : 5 ' [GCUCUGUGCAUAACUUGG] ARN [TT] ] ADN (SEQ ID NO .28) 

II - Resultats . 

Comme montre sur la figure 6B, des cellules 
CasKi et SiHA, exprimant toutes deux la proteine E6 de HPV 
ont ete transfectees avec les siRNA indiques, traitees ou 
non comme indique par la doxorubicine et analysees par 
western blot en utilisant les anticorps indiques. Le 
traitement des cellules par le siRNA E6 induit une 
augmentation de 1' expression de P53 . Cette expression de 
p53 se traduit par une augmentation de 1' expression de la 
proteine p21. 

Comme montre sur la figure 6C, le cycle 
cellulaire de cellules SiHA traitees comme dans la figure 
SB a ete analyse par FACS. La figure represente une 
experience caracteristique . On observe une augmentation de 
cellules en phase Gl (Figure 6D) dans les cellules traitees 
par le siRNA E6, augmentation qui est egalement observee 
dans ces cellules lorsqu'elles sont traitees par la 
doxorubicine . 
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EXEMPLE 7 : Effet des oli gonucleotides ARN/ARN 

et des hybrides ADN/ARN . 

I '- Introduction . 

5 L'invention envisage 1 ' utilisation 

d'oligonucleotides hybrides ADN/ARN comme alternative aux 
oligonucleotides ARN/ARN pour inhiber specif iquement , 
l'expression d'un gene. Dans le cas des hybrides ADN/ARN, . 
le brin sens est pref erent iellement de nature ADN et le 
10 brin anti-sens de nature ARN. Les autres aspects ayant,, 

trait notamment a la taille des oligonucleotides, a la 
nature des extremites 3 ' . et au mode de synthese sont les 
memes que pour les oligonucleotides ARN/ARN. Les 
applications de ces hybrides ADN/ARN sont identiques a 
15 celles precedemment decrites pour les siRNA ARN/ARN, 

notamment en ce qui concerne les applications 
therapeutiques, a visees diagnostic ou de validation de 
genes. Les doses d'oligonucleotides employees pour obtenir 
les memes effets avec les hybrides ADN/ARN et les. ARN/ARN 
20 peuvent cependant etre differentes 

II - Preparation des oligonucleotides . 
Le brin sens est celui dont la sequence est 
identique a celle de 1 'ARN messager. Le brin antisens est 
le brin complementaire du brin sens. Par convention, dans 
25 un duplexe, la nature des brins est indiquee dans l'ordre 

sens/antisens. Ainsi par exemple, un hybride ADN/ARN, note 
D/R est un oligonucleotide dont le brin sens est de nature 
ADN et le brin antisens, est de nature ARN et de sequence 
complementaire de l'ARN messager. 
30 Dans les experiences decrites, les 

oligonucleotides dont la sequence est indiquee ci-dessous, 
ont ete utilises. 

- Pour la GFP : 

GFP : 

3 5 Sens : [GCAAGCTGACCCTGAAGTTCAT] ADN (SEQ ID NO. 29) 
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Antisens : [GAACUUCAGGGUCAGCUUGCCG] ARN (SEQ ID NO. 30) 
Controle GFP : 

Sens : [CAUGUCAUGUGUGACAtJCUC] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 31) 
Antisens : [GAGAUGUGACACAUGACAUG] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 32) 

- Pour le , LNCaP : Les bases soulignees ci- 
dessous correspondant a la mutation du recepteur des 
androgenes exprimee dans les cellules du carcinome 
pros tat ique humain (LNCap) . 

LNCaP : 

Sens : 

[GCATCAGTTCGCTTTTGACTT] ADN (SEQ ID NO. 33) 
[GCAUCAGUUCGCUUUUGAC] ARN-TT [ADN] (SEQ ID NO . 34 ) 
Antisens : 

[GTCAAAAGCGAACTGATGCTT] ADN (SEQ ID NO. 35) 
[GUCAAAAGCGAACUGAUGC] ARN-TT [ADN] (SEQ ID NO. 36) 
Controle LNCaP : 

Sens : 

[GUUCGGUCUGCUUACACUA] ARN-TT [ADN] (SEQ ID NO. 37) 
Antisens : 

[UAGUGUAAGCAGACCGAAC] ARN-TT [ADN] (SEQ ID NO. 38) 
- Pour la P53 : 

Les brins ADN des hybrides notes HI comportent 
des bases ARN (U, soulignees) . 

La mutation presente dans les oligonucleotides 
MT1 est indiquee en italique . 

WT : 

Sens : 5 ' [ GCAUGAAC CGGAGGCCCAU ] ARN [TT] ADN ( SEQ ID NO .39) 
Anti: 5' [AUGGGCCUCCGGUUCAUGC] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 40) 
wt HI D/R ; 

Sens: 5 1 [GCAUGAACCGGAGGCCCAUTT] ADN (SEQ ID NO. 41) 
Anti: 5' [AUGGGCCUCCGGUUCAUGC] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 42) 
wt HI R/D : 

Sens: 5' [GCAUGAAC CGGAGGCCCAU] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 43) 
Anti: 5' [AUGGGCCUCCGGUUCAUGCTT] ADN (SEQ ID NO. 44) 
wt H2 D/R : 
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Sens: 5' [GCATGAACCGGAGGCCCATTT] ADN (SEQ ID NO. 45) . 
Ant i : 5 ' [AUGGGCCUCCGGUUCAUGC] ARN [TT] ADN ( SEQ ID NO . 4.6 ) 
wt H2 R/D : 

Sens: 5' [GCAUGAACCGGAGGCCCAU] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 47) . 
5 Anti: 5'ATGGGCCUTCCGGTTCATGCTT]ADN (SEQ ID NO. 48) 

Mtl (r248w) ** : 
Sens: 5' [GCAUGAACUGGAGGCCCAU] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 49) 
Anti: 5 ' [AUGGGGCUCCAGUUCAUGC] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 50) 

Mtl HI D/R : 

10 Sens : 5 ' [GCAUGAAC W3GAGGCCCAUTT] ADN (SEQ ID NO. 51) 

Anti : 5' [AUGGGCCUCCAGUUCAUGC] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 52) 
Mtl HI R/D : 

Sens : 5 ' [GCAUGAAG DGGAGGCCCAU] ARN [TT] ADN ( SEQ ID NO . 5 3 ) 
Anti: 5 ' AUGGGCCUCCAGUUCAUGCTT] ADN (SEQ ID NO. 54) 
15 Mtl H2 D/R : 

Sens: 5' [GCATGAAC TOGAGGCCCATTT 1 ADN (SEQ ID NO. 55) 
Ant i : 5 ' [AUGGGCCUCCAGUUCAUGC] ARN [TT] ADN ( SEQ ID NO .56) 
Mtl H2 R/D : 

Sens: 5 ' [GCATGAAC TCGAGGCCCAT] ARN [TT] ADN (SEQ ID NO. 57) 
2 0 Anti: 5' [AUGGGCCUCCAGUUCAUGCTT] ADN (SEQ ID NO. 58) 

II - Resultats . 

1) Inhibition de la GFP (Gre en Fluorescent 
Protein) par les hybrides ADN/ARN . 

Les siRNAs controle (R/R) ou GFP (D/R) en doses 
croissantes ont ete introduits par transfection en 
utilisant le kit Polyfect dans les myoblastes de souris 
C2C12, en meme temps qu'un vecteur d' expression de la GFP. 
Le niveau de GFP a ete suivi par Western Blot (Figure 7A) 
et par mesure directe de la fluorescence emise par la GFP a 
30 I'aide d'un fluorimetre (Figure 7B) . On observe one forte 

inhibition (jusqu'a 80%) de 1' expression de la GFP par les 

siRNA hybrides ADN/ARN. 

2) Inhibition du recepteur des and rogdnes par 

les hybrides ADN/ARN . 
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Les cellules LNCaP ont ete transfectees avec un 
vecteur reporteur mettant la luciferase sous le controle 
d'un promoteur contenant 4 elements de reponse au recepteur 
des androgenes . 24h plus tard, Les siRNA R/R, D/R ou R/D 
5 indiques sur la figure ont ete transfectes par 1 7 agent de 

transfection Transit-tKO (Mirus) a raison de 250ng de 
chaque double brin pour 80000 cellules. Les cellules ont 
ete incubees en milieu complet contenant des androgenes et 
l'activite luciferase, normalisee par rapport a la quantite 

10 de proteines de chaque echantillon, a ete mesuree 24h plus 

tard (Figure 7C) . Les hybrides R/D n'ont pas montre 
d'activite inhibitrice dans cette experience. Les hybrides 
LNCaP D/R inhibent aussi eff icacement que les siRNA R/R le 
recepteur des androgenes. 

15 3 ) Inhibition de la p53 par les hybrides 

ADN/ARN . 

La figure 7D montre que les hybrides HI D/R 
sont aussi efficaces que les R/R pour inhiber 1' expression 
des genes. Les cellules , H1299-NCI , qui n'expriment pas la 

20 p53, ont ete transfectees (en utilisant la lipof ectamine) 

par des vecteurs d' expression (400 ng) de la p53 sauvage 
(WT) , mutee (MT) ou un melange des deux (WT-t-MT) , comxne 
indique. Un vecteur CMV-GFP a ete transfecte egalement 
comme controle interne. Les siRNAs (400 ng) diriges contre 

2 5 la forme sauvage (WT) , la forme mutee (MT) , ou un siRNA 

irrelevant (CTRL) ont ete transfectees en meme temps. Les 
cellules ont ete collectees 24 heures apres, et analysees 
par Western blot avec un anticorps dirige contre la p53 
(D01, Santa Cruz) , ou la GFP (Santa-Cruz) pour controler 

30 l'efficacite de transfection. Note : 1' expression de la 

forme mutee de la proteine stabilise la forme sauvage. 

La figure 7E montre que les hybrides H2 D/R 
sont aussi efficaces que les R/R pour inhiber 1' expression 
des genes. Les cellules H1299-NCI, qui n'expriment pas la 

35 p53, ont ete transfectees (en utilisant la 1 ipof ectamine) 
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par des vecteurs d' expression (400 ng) de la P 53 sauvage 
(WT), mutee (MT) ou un melange des deux (WT+MT) , comme 
indique. Les siRNAs (400 ng) diriges centre la forme 
sauvage (WT) , la forme mutee (MT) , ou un siRNA irrelevant 
(C) ont ete transferees en meme temps . Les cellules ont 
ete collectees 24 heures apres, et analysees par Western 
blot avec un anticorps dirige centre la p53 (DOl, Santa 
Cruz) . 

EXEMPLE 8 : Administration in vivo de siRNA par 

differentes voies . 

Des cellules tumorales exprimant la lucif erase 
de facon stable ont ete inject6es en sous cutane a des 
souris nudes (1 million de cellules dans le flanc droit) . 

15 Au 8e jour de la croissance tumorale, les tumeurs ayant un 

volume moyen.de 200 mm3 ont ete injectees soit avec des 
siRNA controles (sequence melangee de HIF1 alpha, voir 
exemple 3) soit avec un siRNA dirige centre la lucif 6rase. 
Les siRNA controles (3 ug/souris) ont ete injectes dans un 

2 0 volume de 50ul de PBS par voie sous cutanee dans le flanc 

de 1 1 animal . 

Les siRNA Lucif erase ont ete injectes a raison 
de 3ug/ souris (3 animaux dans chaque groupe) dans 50 ul de 
PBS par voie sous cutanee (sc), ou par voie 
intraperitoneale (ip) ou par voie intra -veineuse (iv) (veine 
de la queue) ou par voie intratumorale (it). Dans ce 
dernier cas, les siRNA luciferase (3ug/souris) ont ete 
dilues dans 20ul de PBS seulement . 

Trois jours apres 1' injection des siRNA, les 
animaux ont ete sacrifies, les tumeurs ont ete pr.elevees, 
homogeneisees a 1 ' aide d'un broyeur polytron. Sur les 
homogenats, un dosage de proteines et une mesure de 
l'activite luciferase dans un luminimetre ont ete realises. 
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Les resultats representes a la figure 8 
montrent 1 1 activite lucif erase rapportee a la quantite de 
proteine. 

5 
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Annexe B(l) 
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Codon 


Event 


del 


973 




Stop at 175 


266 


Stop at 344 


Stop at 165 


64 


Stop at 122 


Stop at 262 


103 


C->A 


Stop at 246 


343 


A->G 


C->A 


317 


Stop at 344 


C->G 


125 


Stop at 148 


A->C 


239 


A->G/C->T 


A->G 


119 


Fr. 


G->C 


162 


T->G/C->G 


T->A 


12 


C->A/C->G 


C->G 


247 


C->G 


A->C 


190 


t->A 


T->G 


240 


T->C - 


C->T 


315 


C->T 


C->A 


313 


C«>T 


Stop at 342 


42 


G->T 


Stop at 246 


73 


G->T 


del 


231 


C^>A 


A->T 


172 


Stop at 173 


Stop at 169 


211 


Stop at 214 


G->A 


150 


Stop at 180 


A->C 


145 


C«>A 


T->C 


335 


C->G 






G->A/A- 


G->A/C->T 


285 


>Q 


C->A 


85 


Stop at 122 


Stop at 344 


98 


C : >T 


ins 


113 


C->T 


Stop at 344 


87 


Stop at 148 


A->G 


97 


C->T 


G->A 


217 


Stop at 246 


C->G 


226 


G->T 


C->A 


278 


T->A 


T->A 


145 


C->T 


del 


133 


Stop at 148 


StoD at 180 


136 


A->C 


G->T 


239 


A->T/C->A 






G->A/C- 


C->A/C->T 


245 


>A 


A->C 


252 


T->A 






G->A/C- 


T->C 


244 


>A 


G->A 


299 


Stop at 305 


G->C 


305 


A->T/G->A 


G->C 


310 


A->C 


rr. 


^79 
JZZ 


C->G 


Ins 


323 


Stop at 344 


Stop at 166 


315 


C->G 


C->G/A->T 


308 


G->C 


G->T/G->T 


323 


T->G 


C->A 


201 


T->A 
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Codon 


Event 


Codon 


Event 


Codon 


Event 


Codon 


Event 


Codon 


Event 


173 


T->C 


155 


A~>G 


205 


TP 

1->C 


209 


G->T 


190 


1->U 


251 


a->c 


7 


G->C 


210 


Stop at 246 


184 


Stop at 207 


278 


T->C 


219 


Fr. 


56 


G->T 


110 


C->G 


146 


G->T 


305 


G->C 


280 


A->T 


104 


Fr. 

G->A/G- 


166 


C->A 


250 


C->A 


176 


del 


126 


T->A 


245 


>A 


26y 




HA 


Mop at izz 


Zl / 


1 --^o 


132 


G->C 


317 


C->T 


155 


otop at 1 /y 


ZZo 


cei 


I /4 




181 


C->T 


125 


G->A 


155 


otop at ioy 


Zj5 


>»A 


ZoiJ 




184 


G->T 


214 


Fr. 


156 


Mop at 1 oy 


Zo9 


rv to 


234 




220 


T->C 


248 


G->C 


162 


/ 1 «-p 


1 OA 

184 


i->o 


23Z 




266 


G->A 


307 


Ins 


196 


A->o 


304 


Hp ~^/^ 


31 / 




279 


G->A 


152 


G->T 


213. 


btop at Z4o 






1 3Z 


rr. 


305 


Lis 


178 


C->G 


214 


C->T 


66 


Stop at 145 


299 


Fr. 


220 


A->C 


253 


C->T 


269 


C->T 


259 


Stop at 263 


158 


C->G/G->T 


284 


A->C 


270 


T->C 


287 


A->G 


263 


Stop at 271 


142 


Stop at 169 


280 


G->C 


281 


C->A 


313 


C->G 


280 


Stop at 344 


203 


Stop at 207 


172 


Stop at 
231 


216 


Fr. 


108 


Stop at 144 


237 


Stop at 246 


248 


G->C/G->C 


174 


Stop at 
176 


131 


Fr. 


321 


A->G 


289 


C->A 


256 


A->C 


224 


Ins 


141 


Ins 


244 


C->T 


315 


Stop at 344 


262 


Stop at 343 


251 


Stop at 
344 


140 


Fr. 


198 


Stop at 246 


312 


C->T 


301 


Stop at 343 


261 


del 


163 


T->A 


135 


Ins 


145 


C->G 


335 


G->A 


181 


G->A 


178 


A->C 


187 


Stop at 246 


169 


G->T 


179 


Fr. 


265 


C->T 


186 


G->T 


264 


del 


184 


G->A 


341 


Stop at 344 


272 


T->C 


208 


A->T 


52 


C->T 


364 


G->A 


103 


C->G 


136 


C->T 


255 


Fr. 


141 


G->C 


144 


del 


159 


Stop at 179 


281 


G->T 


307 


G->A 


167 


A->G 


146 


Stop at 169 


189 


Stop at 246 


316 


C->T 


130 


T->G 


84 


C->T 


190 


C->A 


274 


Stop at 304 


130 


C->G 


356 


G->T 


122 


Stop at 169 


249 


A->C 


149 


Fr. 


234 


C->A 


43 


T->C 


140 


At>T 


214 


T->A 


183 


Stop at 183 


368 


Fr. 


159 


G->C 


153 


Ins 


204 


G->A 
G->A/C- 


227 


Stop at 245 


301 


Fr. 


280 


Ins 


173 


Fr. 


242 


>G 


292 


Stop at 343 


148 


Fn 


327 


Fr. 


186 


Fr. 


208 


Stop at 24 1 


178 


A->G 


176 


G->T 


87 


C->A 


152 


C->G 


158 


Stop at 1 80 


251 


btop at 343 


152 


C->T 


156 


G->T 


171 


A->G 


217 


Stop at 221 


252 


Stop at 263 


248 


C->G 


158 


C->G 


180 


G->T 


262 


Stop at 344 


64 


Fn 


255 


T->G 


161 


G->T 


202 


G->A 


239 


Stop at 246 


89 


Stop at 122 


271 


Fr. 


173 


Stop at 180 


227 


T->G 


205 


Stop at 246 


i ao 

108 


otop at 122 


274 




199 


G->T 


298 


G->A 


214 


T->C 


1 1 A 

110 


Ins 


225 


G->A 


144 


Fr. 


303 


G->A 


297 


ins 


124 


btop at iZ4 


176 


T->A 


233 


Fr. 


261 


T._ _ 

Ins 


Zoo 


rr. 


Zoj 


del 


135 


Fr. 


275 


T->G 


276 


C->G 


256 


A->T 


342 


del 


135 


C->G 


162 


T->G 


305 


Fr. 


223 


C->A 


313 


A->T 


151 


C->T 


178 


Fr. 


117 


Stop at 122 


26 


Stop at 43 


217 


T->A 


159 


C->T 


256 


Fr. 


155 


Stop at 177 


186 


A->T 


167 


Stop at 169 


179 


A->G 


225 


Fr. 


277 


T->A 


214 


Stop at 246 


278 


C->T/T->C 


306 


C->T 


148 


T->A 


298 


A->C 


245 


C->A 


290 


Stop at 304 


174 


G->A 


187 


G->A 
C->A/C- 


141 


C->T 


287 


G->C 


173 


Stop at 173 


208 


Fr. 


250 


>A 


H5 


T->C 


96 


C->T 


259 


C->T 


126 


Fr. 


254 


T->G 


119 


G->A 


164 


Stop at 166 


288 


T->A 


173 


del 


257 


T->C 


120 


Fr. 


255 


Ins 


207 


T->A 
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Event 


192 


C->1 




Fr 
rr. 


01 /; 
zio 


T->Ct 


XJO 




2SZ 




30o 


rr. 


"i i 
332 


rr. 


173 




249 


rr. 


275 




294 


Cj->1 


316 


Fr. 


159 


C->A 


118 


Ins 


277 


G->A 


244 


G->C 


264 


Fr. 




C->T/C- 


278 


>T 


177 


C->T 


179 


C->T 


281 


C->T 


141 


G->A 




Stop at 




^44 




Stop at 


136 


148 


ZOO 


G->A 


109 


C->A 


164 


A->G 


238 


G->C 


110 


G->T 


113 


T->G 


162 


C-X3 


183 


C->G 




Stop at 


287 


1AA 


152 


w A • 

Cj->/V 


138 




278 


C->G 


236 


T->C 


237 


A->G 


289 


T->A 


237 




136 


Ins 




Stop at 


99 


147 




Stop at 


134 


169 


242 


T->C 


193 


C->T 





CVClll 


975 






G->T/G- 


216 


>T 


149 


T->C 


240 


G->T 


65 


A->T 


125 


C->T 


166 


C->T 


242 


C->T 


263 


A~>C 


139 


G->T 


165 

1UJ 


A->T 


241 


T->G 


255 


T->A 


265 


Fr. 


279 


Fr. 


241 


Fr. . 


151 


C->vj 


156 


Fr. 


170 


A->T 


204 


G->T 


249 


A->G 


280 


G->T 


281 


A->C 


94 


T->A 


153 


C->A 


172 


T->C 


173 


T->A 


296 


C->G 


284 


A->G 


135 


Cjr->1 


31 




72 


rr. 




G->A 


110 


Fr. 


1 *>*T 


Fr. 


158 


Fr. 


167 


C->T 


178 


Stop at 180 


195 


Stop at 208 


197 


G->A 


199 


G->A 


227 


Ins 




G->T/G- 


248 


>T 




T->C/G- 


265 


>T 


272 


T->A 
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Codon 


Event 


127 


T->A 


133 


Fr. 


144 


A->T 


187 


T->C 


205 


T->A 


209 


A->G 


237 


A->T 


337 


G->T 


342 


G->A 


377 


OA 


93 


C->T 


202 


C->T 


199 


Stop at 246 


252 


C->T 


254 


C->T 


262 


G->A 


263 


A->G 


274 


Stop at 344 


2S>3 


Stop at 344 


156 


C->G 


157 


otop at \\yy 


92 


o>i 


9A1 


G->T 




Stoo at 246 


222 


C->T 


223 


Stop at 246 


264 


£>top ai -J** 6 * 






273 


>A 


316 


C->A 


271 


Ins 


129 


Fr. 


192 


Ins 


307 


G->T 


220 


T->A 


285 


A->G 


226 


G->A 


137 


Ins 


259 


Ins 


234 


Fr. 


135 


del 


102 


Stop at 116 




G->A/A- 


324 


^ /-I 

>VJ 


27 


Fr. 


162 


del 


277 


Ins 



Codon 


Event 


275 


del 


284 


ins 


161 


G->C 


246 


A->T7G->T 


199 


G->C 


195 


Stop at 246 


275 


Fr. 


283 


Stop at 305 


233 


ins 


127 


Stop at 169 


138 


G->A 


208 


A->T/C->T 


106 


aei 


245 


G->C/G->T 


212 


Stop at 246 


133 


G->A 


124 


T->C 


51 


atop at izz 


170 


G->A 


150 


del 


R5 


Stop at 143 




T->A 


314 


Stop at 338 


307 


Stop at 340 


67 


Stop at 122 


255 


Stop at 344 


16"* 

1 KJJ 


del 


191 


Stop at 246 


255 


Stop at 257 


262 


Stop at 263 


264 


C->A 


348 


G->T 


232 


Stop at 246 


170 


ins 


114 


T->A 


343 


G->T 


26 


oiop at jo 


137 


G->T 


145 


G->C 


146 


T>>C 


286 


A->T 


296 


A->T 


164 


G->A 


148 


T->G 


274 


del 
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Codon 


Event 


197 


Stop at 208 


214 


A->T 


127 


C->G 


337 


G->C 


102 


Stop at 122 . 


187 


Stop at 202 


100 


A->G 


140. 


Stop at 143 


176 


Stop at 179 


235 


Ins 


250 


Stop at 262 


284 


Stop at 305 


1^7 


G->A 


129 


C->T 


210 


C->T 


232 


C->T 


257 


C->T 




Shtrin at 1 69 


249 


del 


187 


Ft. 


210 


Fr. 


207 


T^>C 


226 


G->C 


168 


C->G/C->G 


185 


A->G 


198 


Stop at 208 


208 


G->C 


331 


A->C 


320 


Stop at 33o 




A->C/G- 


331 


>A 


338 


T->A 


280 


Fr. 


290 


Fr. 


297 


Fr. 


297 


C->G 


136 


Stop at 164 


149 


Stop at 180 


221 


Stop at 246 


228 


ins 


243 


Stop at 340 


292 


Stop at 304 


328 


del 


338 


fc Stop at 346 


243 


A->C 


348 


T->A 
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Codqn 


t Event 


Codon Event 


Codon Event 


Codon Event 


Codon Event 


188 


Fr. 


274 


J. VJ 


135 


T->G 


21 1 


otop at zi j 








Stop at 
















152 


169 


349 


Fr. 


69 


C->G 


239 


A->T 


998 




57 


Fr. 


203 


Fr. 


242 


T->G 


jij 


ins 


J /U 




281 


C->G 
Stop at 


9fK 


T->G 


157 




197 


l->(jr 


1 /f A 


C->I/C->T 


260 


263 


205 


A->C 


198 


G->C 


211 


C->A 


158 


C->T/G->A 


132 


A->T 


246 


A->T 


157 


T->G 


246 


Stop at 246 


240 


G->A 




Stop at 
















249 


263 


282 


Stop at 305 279 


G->C 


163 


C->T 


258 


Stop at 263 


167 


G->T 


133 


A->C 


134 


Ins 


252 


del 


317 


C->A 


17 


A->T 


162 


A->T 


239 


Stop at 263 


129 


del 


262 


T->A 


24 


A->T 


174 


A->T 


168 


Stop at 169 


215 


G->C 




A->T 


175 


C->T 


253 


C->G 


134 


Fr. 


253 


A->C 






358 


G->A 


131 


A->G 


253 


A->T 


274 


Ins 


312 


Fr. 


175 


Ins 


137 


T->A 


254 


A->T 


154 




JU 1 


G-> A/G- 


115 


C->T 


141 


Fn 


247 


A->G 


183 


C->T 


226 


>A 


103 


Fr. 


157 


T->A 


235 


A->T 


225 


T->A 


200 


A->C/A->C 


237 


Fr. 


157 


Fr. 


176 


Stop at 243 


149 


ins 


207 


G->C 


250 


C->T 


176 


Ins 


163 


Stop at 169 


171 


Fr. 


226 


Stop at 227 


365 


A->G 


240 


; Fr. 


248 


Stop at 344 


287 


A->T 


266 


271 


G->A 


274 


T->C 


289 


Stop at 304 


133 


G->T 


113 


del 


320 


G->C 


46 


Fr. 


163 


Fr. 


137 


C->A 


226 


Fr. 


349 


G->T 


112 


ri. 


9A/7 

zu/ 


Fr. 


148 


G->T 


94 


C->A 


126 


del 


295 


C->T 


251 


A->T 


246 


A->C 


127 


Fr. 


36 


G->A 


193 


T->A 


112 


StoD at 120 


251 




ill 


oiop ax i<tD 


76 


Fr. 


221 


G->T 


120 


Ctnn nt 1 99 


971 
Z / J 




1 <9 


Stop at 180 


241 


C->G 


ZZ 1 


rr. 


231 


C->T 


297 


C->A 


75 


C->T 


9511 




94 1 
Z4 1 


C->A 


212 


Stop at 214 


192 


G->A 


116 


Stop at 122 


944 




Zol 


G->A 


179 


A->C 


244 


C->G 


184 


del 


9 1 R 




316 


Ins 


174 


G->T 


221 


Stop at 222 


106 


Stop at 122 




Ston at 
















256 


344 


14.4 


rr. 


ATT 

232 


aei 


Z4J 


T->A 


69 


Stop at 147 




A->C/G- 
















280 


>C 


lHj 




1 71 


Mop at iso 


"3 AO 


C->G 


298 


Stop at 344 


258 


A->G 






Z ID 


Mop at 344 


i on 

189 


C->A 


182 


ins 


970 


T->A 


1 Q4 






1->A 


T? A 

239 




133 


del 




T->G 




A->G 


161 




1 A*} 

14Z 


c->o 


163 


Stop at 168 




Stop at 
















171 


231 


11 S 


Ins 


72 


otop at i zu 


Zyj 


C->A 


174 


del 




Stop at 
















251 


263 


203 


T->A 


265 


del 


156 


Ston at 168 






337 


C->T 


273 


Ins 


214 


Ston at 2 1 4 


213 


5sfnn at 94 S 


19S 




266 


G->C 


62 


G->T 


107 


Stop at 147 


243 


Str>n at 944 


95R 


Stop at 344 


203 


G->C 


71 


Fr. 


317 


Ins 


9CQ 

zoy 




330 


Stop at 335 




Stop at 
















241 


252 


128 


Fr. 


165 


C->A 


211 


del 


1 11 




193 


A->T 


203 


T->C 


99 


Stop at 122 


220 


Stop at 244 


265 


T->G 


255 


A->G 


254 


C->G 


36 


C->T 


229. 


T->G 


126 


T->C 


194 


C->G 


282 


Fr. 


245 


Ins 


253 


del 


214 


Stop at 218 




Stop at 
















342 


342 


258 


G->C 


76 


C->T 


302 


Stop at 303 


284 


C->T 


55 


Ins 


217 


Fr. 


160 


T->A 


208 


A->G 


96 


ins 


257 


C->G 


139 


A->C 


165 


A->C 


212 


Stop at 244 


62 


Stop at 121 
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Codon 


Event 


Codon 


Event 


Codon 


Event 


Codon 


282 


ins 


215 


A->C 


269 


Fr. 


129 










G->T/C- 




245 


G->C 


243 


Ins 


245 


>A 


190 


209 


ins 


295 


Fr. 


208 


G->A 


216 


239 


ins 


285 


A->T 


236 


C->T 


275 


1 70 




170 


Stop at 179 


294 


G->A 


150 


314 


C->T 


208 


Stop at 246 


251 


Fr. 


188 


155 


C->T 


209 


Stop at 214 


215 


Ins 


220 




Stop at 








C->T 


292 


249 


344 


240 


Stop at 263 


154 


116 


C->G 


141 


G->T 


293 


G->C 


305 


163 


A->G 


151 


Fr. 


161 


C->G 


48 


173 


G->C 


182 


Stop at 246 


56 


G->A 


154 


255 


C->T 


140 


A->G 


139 


G->A 


150 


255 


C->G 


142 


C->T 


222 


G->C 


329 


218 


T->C 


169 


T->A 


302 


Stop at 344 


80 




Stnn at 








Stop at 169 


243 


301 


344 


170 


A->G 


144 


271 


A->T 


271 


A->G 


166 


T->G 


104 


286 


A->G 


331 


C->T 


149 


T->A 


117 


294 


A->G 


194 


Stop at 245 


204 


del 


138 








T->G/T- 








264 


C->T 


113 


>G 


127 


C->A 


248 


235 


A->G 


165 


C->T 


289 


T->C 


167 


249 


A->T 


176 


Stop at 246 


261 


A->G 


214 


216 


G->A 


207 


T->G 


269 


A->G 


272 


215 


G->A 


297 


C->T 


128 


Stop at 169 


186 


272 


G->A 


141 


T->G 


159 


Stop at 169 


147 




Stop at 










261 


267 


344 


181 


G->C 


204 


Ins 


242 


G->A 


229 


Fr. 


242 


Stop at 242 


240 


195 


T->C 


276 


Fr. 


237 


del 


288 


172 


G->T 


149 


Stop at 169 


284 


Stop at 304 


286 


239 


A->G 


193 


C->G 


331 


G->T 


126 


262 


G->T 


293 


Stop at 304 


130 


T->A 


182 


255 


T->C 


147 


Fr. 


39 


C->T 


298 


286 


A->C 


286 


G->T 


352 


G->C 


220 


283 


G->A 


287 


Stop at 303 


209 


Stop at 246 


269 


190 


C->T 


293 


G->A 


90 


C->T 


232 


154 


G->A 


295 


T->C 


111 


G->A 


131 




Stop at 










261 


272 


344 


215 


Fr. 


119 


C->T 


143 


G->A 


333 


Fr. 


141 


T->C 


111 


271 


A->C 


28 


A->C 


202 


T->C 


285 


133 


T->A 


67 


C->T 


326 


A->G 


266 


174 


Fr. 


288 


A->G 


36 


G->T 


162 


132 


A->G 


276 


del 


68 


A->G 


208 


252 


Fr. 


292 


Fr. 


117 


G->T 


250 


330 


T->A 


189 


C->T 


145 


G->T 


130 










G->A7T- 




179 


C->A 


210 


A->G 


215 


>A 


289 


309 


C->G 


217 


T->C 


325 


G->A 


198 


212 


ins 


135 


Stop at 169 


112 


G->A 


302 


175 


G->T 


165 


A->G 


308 


G->A 


137 



Event 


Codon 


Event 


Stop at 145 


285 


A->C 


del 


358 


G->T 


Stop at 221 


122 


G->A 


Stop at 304 


oy 




ins 


155 


C->T/C->G 






G->A/C- 


C->G 


245 




Ins 


181 


C->G 


A->C 


185 


Lis 


G->T 


52 


Stop at 56 




1 1? 


Q ton at 1 22 


C->G 


165 


Stop at 169 


Fr. 


323 


del 


C->A 


67 


C->G 


C->T 


148 


A->T 


T->G 


230 


Stop at 246 


Stop at 148 


95 


Stop at 148 


Stop at 148 


276 


Stop at 286 


C->A 


249 


Stop at 342 


C->T/G->C 


208 


del 




1 Oj 




C->G 


213 


A->G 


Fr. 


282 


Stop at 304 


A->G 


295 


Stop at 344 


Ins 


160 


del 


T->G 


233 


A->T 


T->G 


186 


T->C 


Fr. 


243 


T->C/G->A 


A->G/A~>T 


142 


C->A 


Stop at 169 


144 


G->T 


Fr. 


231 


Fr. 


IT. 




.rr. 


T->G 


266 


ins 


G->A 


258 


A->C 


Fr. 


239 


Stop at 261 


del 


262 


G->C/G->C 


Fr. 


296 


Stop at 334 


T->A 


284 


del 


Fr. 


150 


A->C 


G->A/A->T 


225 


G->T 


Stop at 169 


247 


Fr. 


Ins 


322 


C->T 


Ins 


85 


Stop at 117 


Stop at 169 


86 


ins 


Fr. 


189 


Fr. 


Fr. 


315 


Fr. 


Fr, 


169 


Stop at 180 


C->T 


245 


G->T/G->T 
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Annexe B(7) 



PCT7FR02/03843 



Codon 


Event 


Codon 


Event 


Codon 


Event 


Codon 


Event. 


Codori 


Event 




















C->A/G- 


153 


C->G 


234 


del 


63 


C->T 


191 


Ins 


175 


>C/C->G 




C->G/G- 


















145 


>T 


218 


del 


1 A/4 

104 


A->r 


186 


G->A 


1 1 


C-> 1 


277 


Fr. 


100 


C->T 


212 


T->C 


237 


ins 


72 


Stop at 148 


275 


G->T 


169 


G->A 


217 


G->A 


230 


A->G 


98 


T->A 


110 


C->T 


158 


Stop at 179 


328 


T->C 


184 


A->G 


287 


Stop at 304 


232 


T->A 


143 


Stop at 169 


45 


C->T 


157 


ins 


162 


A->G/C->T 




C->A/C- 


















151 


>T 


OAA 

zuu 


ins 


Zyy 




95 


T->A/ 1 ->Cj 






218 


G->T 


185 


•Stop at 246 


111 


I->C 


314 


Fr. 




Mop at 243 


139 


A->G 


1 1 


Cj->A 


127 


T->C 


306 


A->G 


OA/I 

204 


Stop at 207 


250 


C->G 


217 


G->C 


162 


Ins 


45 


C->A 


iic 
315 


otop at 336 


280 


A->C 


72 


Stop at 122 


360 


G->T 


100 


Fr. 


33 


Stop at 43 


127 


C->T 


105 


G->T 


257 


Ins 


162 


Fr. 


41 


Stop at 43 


176 


G->C 


221 


G->A 


341 


T->G 


319 


Fr. 


80 


Stop at 120 


274 


G->C 


253 


A->G 


242 


Stop at 246 


113 


Fr. 


96 


Stop at 147 


246 


T->G 


300 


Stop at 344 


262 


del 


126 


C->A 


207 


Stop at 212 




Stop at 


















229 


238 


250 


Stop at 342 


257 


T->G 


196 


Stop at 246 


215 


Stop at 245 
















G->A/C- 






247 


A->C 


135 


T->A 


229 


T->C 


175 


>G 


224 


Stop at 246 








C->T/C- 














290 


G->A 


159 


>T 


196 


G->A 


182 


T->G 


260 


del 




Stop at 


















219 


246 


249 


G->A 


200 


A->G 


190 


C->G 


276 


Stop at 339 




Stop at 


















88 


122 


198 


A->G 


278 


Stop at 344 


141 


Stop at 148 


290 


Stop at 339 


254 


T->C 


238 


T->G 


144 


G->C 


166 


Stop at 180 


300 


Stop at 343 


283 


C->G 


243 


A->T 


158 


Stop at 169 


345 


Stop at 369 


51 


Stop at 121 


299 


G->A 


259 


G->A 


252 


Stop at 344 


192 


C->A 


301 


Stop at 303 


346 


G->A 


268 


A->G 


241 


Stop at 261 


65 


Fr. 


236 


A->ac->G 












C->T/G- 










116 


T->C 


287 


Fr. 


282 


>A 


185 


G->T 


83 


C->T 


150 


A->G 


302 


G->A 


276 


G->T 


181 


C->A 


237 


T->C 


95 


T->C 


189 


G->C 


196 


C->A 


190 


Stop at 208 


156 


ins 


54 


T->A 


212 


Fr. 


193 


T->C 


155 


C->G 


128 


C->G 


256 


C->T 


51 


G->T 


160 


A->C 


242 


G->T/C->T 


243 


T->G/G->C 


309 


C->A 


160 


G->C 


243 


A->G 


269 


A->T 


133 


A->G 


109 


T->C 


207 


Ins 


206 


Stop at 246 


283 


Fr. 


125 


C->A 


265 


T->C 


147 


T->G 


194 


T->A 


189 


G->A 


62 


A->G 




Stop at 












G->A/G- 






139 


169 


177 


Fr. 


212 


T->A 


244 


>C 


54 


C->T 


154 


G->T 


121 


Fr. 


169 


A->G 


138 


Stop at 148 


84 


C->G 


179 


A->T 


147 


T->C 


183 


T->C 


188 


Stop at 208 


202 


G->GTT->G 


255 


del 


160 


A->G 


77 


C->G 


246 


del 


319 


A->C 




Stop at 


















342 


344 


230 


Fr. 


188 


Ins 


180 


G->C 


138 


C->G 












G->T/C- 










11 


G->C 


237 


A->C 


158 


>T 


175 


del 


229 


T«>A/G->A 




Stop at 


















ni 

IZi 




C T / 


oiop ai izi 


1 OA 
l yn 


oiop at zu/ 




OLUp ax. Jul 


1 ni 


oiop at iz/ 


34 


ins 


78 


Fr. 


253 


Ins 


271 


del 


278 


Stop at 304 


53 


G->A 


81 


Stop at 122 


360 


Stop at 369 


156 


Stop at 180 


339 


Fr. 


144 


A->C 


108 


Stop at 146 


191 


C->G 


69 


C->A 


303 


G->T 


280 


A->G 


110 


G->C 


141 


T->A 


112 


C->A 


247 


Stop at 344 
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Tableau 3 






Annexe B(8) 




Codon 


Event 


Codon 




Codon 


Event 


Codon 


326 


G->T 


1 JO 




303 


A->T 


193 


332 


Stop at 
344 


217 


del 


49 


Ins 


222 


256 


Ins 


242 


T->A 


62 


Stop at 141 


228 


283 


C->T 


245 


Stop at 340 


103 


del 


145 


232 


T->C 


251 


Ins 


105 


del 


148 


184 


Fr. 


91 


G->T 


121 


del 


140 


273 


C->G 


136 


A->G 


124 


Ins 


171 


133 


T->C 


146 


G->C 


124 


Stop at 167 


304 


272 


G->T 


164 


A->T 


338 


Stop at 343 


159 


293 


G->T 


194 


Fr. 


336 


G->T 


261 


267 


G->A 


255 


A->T 


124 


C->G 


304 


325 


G->T 


339 


Ins 


284 


A->T 


222 


71 


Ins 


35 


G->T 


144 


G->A 


291 


120 


A->T 


213 


G->T 


227 


C->T 


147 


151 


Ins 


261 


Stop at 263 


208 


G->T 


216 


307 


Fr. 


299 


T->C 


228 


G->A 


91 


108 


Fr. 


Z\J e * 


A _>T 


196 


G->T 


311 


257 


T->A 


A1 
*fr / 


rr. 


195 


C->G 


334 


257 


^tr\n at 

344 


178 


C->A 


272 


T->G 


211 


138 


G->T 


OCT 

25/ 


i"5 *>A 


53 


G->C 


197 


155 


C->A 


341 




290 


C->G 


202 








A->T/A- 




167 


C->A 


290 


C->T 


292 


>T 


219 


174 


A->G 


1 /CO 

toy 




245 : 


Stop at 246 


228 


181 


G->T 






188 


Stop at 246 


163 


241 


T->A 


198 


G->A 


288 


Stop at 344 


271 


305 


A->T 


ZUU 


rr. 


176 


Fr. 


238 


273 


C->A 






148 


Stop at 179 


206 


219 


C->1 


236 


C->A 
G->T/C- 


161 


Stop at 169 


52 


251 


C->G 


245 




211 


Stop at 246 


94 


233 


C->G 




Ins 


244 


Stop at 246 


236 


215 


Stop at 
246 


251 


T->A 


247 


del 


107 


216 


Ins 


258 


Fr. 


260 


Stop at 344 


106 


344 


T->C 


278 


Ins 


216 


T->C 


69 


213 


G->C 


279 


Ins 


231 


A->T 


204 


82 


C->T 


296 


A->C 


208 


C->A 


305 


151 


del 


255 


Stop at 343 


301 


C->G 


269 


180 


G->A 


290 


Stop at 344 


208 


C->G 


230 


337 


G->A 


137 


Stop at 145 


237 


G->C 


227 


281 


A->T 


155 


Fr. 


243 


G->C 


363 


133 


T->G 


206 


Ins 


159 


G->T 


253 


236 


del 


242 


Ins 


33 


Ins 


250 




G->C 


300 


Fr. 


192 


del 


259 


/ 


T_>A 


191 


T->C 


312 


C->A 


167 


138 


G->C 


191 




321 


Stop at 344 


173 


Stop at 








C->G/C- 


313 


178 


246 


246 


T->A 


283 


>G 




C->t/A- 










346 


213 


>G 


258 


A->T 


285 


G->T 


191 


Stop at 


143 


Ins 


283 


C->A 


293 



PCT/FR02/03843 



Event 


Codon 


Event 


C->A 


299 


ins 


Fr. 


293 


del 


Stop at 245 


247 


Stop at 343 


del 


5 


C->T 


Stop at 167 


123 


C->T 


Stop at 168 


126 


C->T 


Stop at 180 


320 


G->A 


Fr. 


356 


G->A 


ins 


379 


G->A 


G->A 


154 


Stop at 180 


A->G 


164 


G->C 


G->T 


75 


C->G 


G->C 


163 


Stop at 1 65 




238 


Stop at 244 


G->C 


8 


C->T 


Ins 


15 


A->C 


A->C 


61 


A->G 


Stop at 344 


72 


C->T 


T->C 


102 


ins 


G->T 


104 


G->T 


C->A 


106 


A->G 


C->A 


365 


C->T 


G->C 


10 


C->T 


A>C 


21 


C->T 


G->C/A- 






>G 


361 


G->A 


Fr. 


364 


C->T 


T->A 


385 


T->C 


del 


307 


A->G 


Stop at 122 


161 


G->T/C->T 


Stop at 236 


241 


Stop at 263 


C->A 


327 


Stop at 335 


Fr. 


157 


T->C 


Fr. 


132 


Stop at 169 


Fr. 


221 


A->C 


A->C/G->T 


184 


G->C 


Stop at 344 


157 


Stop at 179 


Stop at 238 


289 


Stop at 305 


Stop at 228 


105 


G~>C 


G->A 


215 


Stop at 221 


Fr 


179 


Stop at 1 80 


Stop at 344 


128 


Stop at 148 


C->A 


256 


Stop at zop 


del 


131 


Stop at 169 


Stop at 246 


143 


Stop at 167 


Fr. 


158 


C->T/G->T 


Ins 


207 


A->T 


Ins 


245 


Stop at 262 
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Codon 


Event 




207 


236 


A->G 


196 


G->C 


156 


G >A 


339 


G->T 


166 


C->G 




Stop at 


184 


246 




Stop at 


279 


344 


140 


C->T 


282 


C->A 


162 


T->A 


251 


C->T 






241 


946 




G-> A/G- 


248 


>A 




Stop at 


362 


369 


81 


C->T 




G->A/G- 


224 


>A 


197 


T->G 


301 


C->T 


157 


G->C 


282 


G->A 




C->A 




C->T/C- 


250 


>T 


279 


G->T 




C->T/C- 


219 


>T 




C->T/C- 


152 


>T 


157 


C->T 


158 


C->T 




C->T/C- 


222 


>T 


195 


C->T 


291 


G->T 


192 


A->T 


333 


G->A 


369 


del 


203 


G->A 


232 


C->G 


188 


G->A 


224 


Fr. 


199 


A->G 


277 


T->C 


176 


T->C 


227 


T->C 



Annexe B(9) 



Godon 


Event 


Codon 


Event 


159 


Fr. 


216 


del 


i £5 


olOp at 1 / O 


^18 


C->T 






G->C/C- 


loo 


ins 


1 1 0 




169 


del 


344 


T->G 


195 


T->G 


216 


Stop at 246 


191 


C->T 


240 


G->C 


152 


Ins 


306 


Stop at 344 


168 


A->C 


210 


A->T 


2\)y 




1 70 


A->T 


209 


G->A 


273 


Fr. 


214 


T->G 


138 


del 


166 


Fr. 


171 


Stop at 173 


265 


Stop at 344 


174 


Ins 


163 


C->G 


209 


A->C 


182 


T->A 


208 


Stop at 215 


211 


Ins 


285 


Stop at 304 


236 


T->A 


286 


G->C 


267 


C->T 


130 


C->A 


148 


G->A 


201 


Fr. 


133 


Stop at 169 


330 


btop at 5 44 


174 


Stop at 179 


131 


Stop at 148 


239 


A->C 


236 


Stop at 239 


244 


Fr. 


236 


Ins 


271 


G->T 


238 


del 


278 


Fr. 


313 


Stop at 334 


171 


Cj->A 


Z4U 


^top at zoz 


229 


G->A 


,266 


del 




C->G/C- 






161 


>A 


276 


Stop at 344 


168 


C->A 


.166 


Ins 


241 


T->C 


150 


Stop at 169 


154 


Ins 


222 


C->A 




C->T/C- 






177 


>T 


218 


T->A 


202 


G->C 


228 


C->T 




C->T/C- 






250 


>G 


141 


C->A 


261 


A->T 


221 


G->C 


303 


G->C 


226 


C->T 


182 


G->A 


215 


T->C 


177 


C->A 


85 


C->T 


271 


G->C 


89 


C->T 


292 


A->T 


101 


A->G 


300 


C->T 


132 


A->17A- 



PCT7FR02/03843 



Codon 


Event 


Codon 


Event 


224 


A->T 


258 


Stop at 291 


158 


Stop at 167 


266 


Stop, at 271 


154 


Stop at 1 67 


284 


Stop at 344 


283 


Stop at 304 


285 


ins 


284 


C->A 


290 


ins 


176 


G->T/C->T 


294 


Stop at 344 


47 


C->T/C->T 


308 


Stop at 344 


151 


C->T7C->T 


49 


Stop at 50 


88 


C->T/C->T 


254 


Stop at 260 


71 


C->A 


301 


Stop at 305 


162 


T->C 


J 1 1 


btop at j*Hf 


180 


A->G 


320 


Stop at 344 


150 


Stop at 163 


324 


Stop at 344 


218 


Stop at 219 


244 


Stop at 263 


218 


ins 


265 


C->A 


228 


C->A 


222 


Stop at 246 


248 


Fr. 


296 


C->A 


282 


G->A/G->T 


205 


ins 


61 


A->T 


77 


Fr. 


/ J 




86 


C->T 


76 


G->A 


112 


C->T 


295 


C->G 


320 


ins 


340 


G->A 


125 


G->T 


14*T 






Fr. 


126 


T->G 


135 


Stop at 148 


234 


T->C/C->G 


316 


Stop at 336 


165 


Fr. 


234 


T->A/C->A 


1U 1 


A->T 


233 




254 


Stop at 344 


206 


T->A/G->T 




G->A/G- 






917 


>A 


226 


C->A 


169 


Fr. 


302 


G->C 


167 


A->T 


260 


C->G 


148 


A->C 


220 


A->G/T->A 


1 cc 

155 


Stop at 1 80 


233 


5>top at z4o 


1 AC 

195 


del 


325 




248 


del 


185 


A->T 


z /5 




1 c< 


otop at zuo 


230 


Stop at 239 


184 


Stop at 185 


303 


Stop at 344 


187 


Stop at 208 


279 


del 


234 


C->T 


153 


Fr. 


235 


Stop at 239 
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Event 
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Event 




T->C 


319 


A->T 


ZA 1 . 




10S 

.A f D 


Fr 


135 


C->T 


269 


G->C 


211 


C->T 


172 


T->G 


149 


C->T 


35 


G->C 




C->T/C- 






142 


>T . 


90 


Fr. 




C->T/C- 






138 


>T 


135 


C->A 


178 


C->T 


131 


A->T 




C->T/C- 






241 


>T 




del 


130 


C->T 


22o 


otop at z^y 










1 97 

IX./ 


>T 


292 


Stop at 305 




G->A 


387 


del 




A->G 


231 


A->G 




Fr 


268 


A->C 


loo 


rr. 






175 


C->A 


232 


A->T 


381 


Fr. 


134 


T->G 


263 


Fr. 


274 


G->A 


292 


A->G 


243 


Stop at 246 






131 


A->C 



56 



Annexe B(10) 



Codon 


Event 


Codon 


Event 




>G 






160 


G->A 


235 


A->C 


46 


C->T 


82 


Stop at 145 


122 


G->T 


196 


Fr. 


108 


Cr->A 


z /D 


ins 


103 


C->T 


82 


ins 




G->C/A- 






281 


>G/C->G 


273 


T->G 


105 


C->T 


276 


Stop at 305 




C->T/G- 






273 


>A 








Ston at 148 


225 


T->G 


9 7ft 


Str>n at 337 


246 


G->T 


190 


Stop at 195 


93 


G->A 


275 


Stop at 341 


254 


C->A 


143 


Stop at 148 


294 


Ins 


107 


C->G 


139 


Fr. 


194 


Stop at 206 


356 


G->C 


271 


Stop at 343 


182 


G->C 


254 


del 


73 


Stop at 122 


255 


Stop at 262 


76 


C->G 


322 


A->C 


150 


Stop at 165 


323 


Stop at 340 


214 


Stop at 220 



PC ; T/FR02/03843 



Codon Invent 

141 Stop at 169 

264 . • , T->C 

76 . . A->T 

96 . T->C 

308 G->A 

96 C->G 

206 G->A 

241 Ins 

111 T->G 

238 Ins 

347 C->G 

154 G->T/C->T 

212 T->G 

260 C->A 

123 Stop at 148 

146 !>>G 

73 T->A 

165 G->T 

313 G->A 

130 ins 

133 A->T 

289 Ins 
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RE VEND I CAT I QNS 

1) Un oligonucleotide double brin caracterise 
en ce qu'il est constitue de deux sequences 
oligonucleotidiques complementaires formant un hybride 
comprenant chacune a l'une de leurs extremites 3' ou 5 ' un 
a cinq nucleotides non apparies formant des bouts simples 
brins debordant de 1 ' hybride, 1 ' une desdites sequences 
oligonucleot idiques etant substantiellement complement aire 
d'une sequence cible appartenant a une molecule d'ADN ou 
d'ARN a reprimer specif iquement . 

2) Un oligonucleotide selon la revendicat ion 1, 
caracterise en ce que ladite molecule d'ADN ou d'ARN a 
reprimer specif iquement est choisie dans le groupe 
comprenant des ARN messagers ou ribosomiques et des genes. 

3) Un oligonucleotide selon 1 7 une des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce que chacune des 
deux sequences oligonucleotidiques complementaires comprend 
a la meme extremite 3' ou 5' un a cinq nucleotides non 
apparies formant des bouts simples brins debordant de 
1 ' hybride . 

4) Un oligonucleotide selon rune quelconque 
des revendications 1 a 3, caracterise en ce que les deux 
sequences oligonucleotidiques complementaires comprenant a 
l'une de leurs extremites 3' ou 5' un a cinq nucleotides 
non apparies ont la meme taille. 

5) Un oligonucleotide selon 1 ' une quelconque 
des revendications 1 a 4, caracterise en ce que les deux 
sequences oligonucleotidiques complementaires ont la meme 
taille en 1 ' absence d'un a cinq nucleotides non apparies a 
l'une de leurs extremites 3' ou 5'. 
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6) Un oligonucleotide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 5, caracterise en ce que la sequence 
oligonucleotidique complementaire de la sequence cible a de 
preference une taille comprise entre 15 et 25 nucleotides 
et tout preferentiellement de 20 a 23 nucleotides. 

7) Un oligonucleotide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 6, caracterise en ce qu'il est de 
nature ribonucleotidique, desoxyribonucleotidique ou mixte. 

8) Un oligonucleotide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 7, caracterise en ce que la sequence 
oligonucleotidique complementaire de la sequence cible, 
designe brin antisens, est maj oritairement de nature, 
ribonucleotidique et en ce que l'autre sequence 
oligonucleotidique, designe brin sens, est de nature 
ribonucleotidique desoxyribonucleotidique ou mixte. 

9) Un oligonucleotide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 8, caracterise en ce qu'il comprend, 
de preference a l'extremite 3' de chaque sequence 
oligonucleotidique, de 1 a 5 nucleotides de preference de 2 
a 3 et tout preferentiellement 2 nucleotides debordant de 
l'hybride. 

10) Un oligonucleotide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 9, caracterise en ce que les 
nucleotides debordant de l'hybride sont complementaires de 
la sequence cible. 

11) un oligonucleotide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 9, caracterise en ce que les 
nucleotides debordant de l'hybride ne sont pas 
complementaires de la sequence cible. 
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12) Un oligonucleotide selon 1 ' une quelconque 
des revendications 1 a 11, caracterise en ce que les 
nucleotides debordant de 1'hybride sont des Thymines. 

13) Un oligonucleotide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 12, caracterise en ce qu' il est 
couple a des substances favorisant ou permettant leur 
penetration, ciblage ou adressage dans les cellules. 

14) Un oligonucleotide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 13, caracterise en ce que l'une 
desdites sequences o 1 i gonuc 1 eo t i d i que s est 
substantiellement complementaire d'une sequence cible 
appartenant a une molecule d'ADN ou d'ARN messager d'un 
gene dont la repression induit l ! apoptose, ou la 
senescence, ou la necrose, ou la dif f erenciat ion des 
cellules tumorales ou empeche leur division ou plusieurs de 
ces phenomenes . 

15) Un oligonucleotide selon la revendicat ion 
14, caracterise en ce que ledit gene est choisi dans le 
groupe comprenant les genes cellulaires de la famille BCL2, 
BCL XL*, les genes codant des proteines des families des 
metallo proteases matricielles (MMP) , des metallo proteases 
matricielles membranaires , de leurs inhibiteurs (TIMPs) , 
ainsi que celle des activateurs, des inhibiteurs des 
proteases comme par exemple PAI-1 et des proteases elles- 
memes comme par exemple 1" urokinase, le gene codant la 
telomerase, les genes codant les recepteurs des facteurs de 
croissance mutes ou non, les genes codant les formes mutees 
des recepteurs nucleaires d' hormones, les genes codant des 
proteines necessaires au deroulement du cycle cellulaire. 

16) Un oligonucleotide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 13, caracterise en ce que l'une 
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desdites sequences oligonucleot idiques est 
substantiellement complementaire d'une sequence cible 
appartenant a une molecule d'ADN ou d'ARN messager du gene 
codant le facteur de transcription Hifla. 

5 

17) Un oligonucleotide selon 1 ' une quelconque 
des revendications 1 a 13 , caracterise en ce que 1 ' une 
desdites sequences o 1 i gonuc 1 eo t i d i que s est 
substantiellement complementaire d'une sequence cible 
10 appartenant a une molecule d'ADN ou d'ARN messager du gene 

codant l'une ou plusieurs des isoformes du VEGF A ou d'un 
membre de la famille de ce facteur de croissance . 



15 



20 



18) Un oligonucleotide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 13, caracterise en ce que l'une 
desdites sequences o 1 i gonuc 1 e ot i d i que s est 
substantiellement complementaire d'une sequence cible 
appartenant a une molecule d'ADN ou d'ARN messager d'un 
gene viral . 



19) Un oligonucleotide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 13, caracterise en ce que l'une 
desdites sequences o 1 igonuc 1 e o t i d i que s est 
substantiellement complementaire d'une sequence cible 

25 appartenant a une molecule d'ADN ou d'ARN messager d'un 

gene codant une prbt^ine mutee. 

20) Un oligonucleotide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 13, caracterise en ce que l'une 

30 desdites sequences ol i gonuc 1 e ot i d i que s est 

substantiellement complementaire d'une sequence cible 
appartenant a une molecule d'ADN ou d'ARN messager d'un 
gene responsable de 1 ' inactivation de la p53. 
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21) Un oligonucleotide selon 1 ' une quelconque 
des revendications 1 a 13, caracterise en ce que l'une 
desdites sequences oligonucleotidiques est 
substantiellement complementaire d'une sequence cible 
appartenant a une molecule d'ADN ou d'ARN messager choisi 
parmi les genes codant la p53 mutee ou la proteine E6 d'un 
HPV. 

22) Un oligonucleotide selon la revendication 
21, caracterise en ce que l'une desdites sequences 
oligonucleotidiques est substantiellement complementaire 
d'une sequence cible appartenant a une molecule d'ADN ou' 
d'ARN messager du gene de la p53 mute portant l'une au 
moins des mutations donnees dans le tableau 3 et tout 
particulierement l'une au moins des mutations du tableau 4. 

23) Un oligonucleotide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 13, caracterise en ce que l'une 
desdites sequences oligonucleotidiques est 
substantiellement complementaire d'une sequence cible 
appartenant a la partie d'un gene resultant d'une 
translocation chromosomique codant pour la jonction d'une 
proteine de fusion de fagon a inhiber les ef fets de ladite 
proteine de fusion exprimee par ce gene. 

24) Un oligonucleotide selon la revendication 
23, caracterise en ce que la proteine de fusion est choisie 
dans le groupe donne dans le tableau 2 . 

25) Un oligonucleotide selon la revendication 
23, caracterise en ce que la proteine de fusion est la 
proteine PML-RARCX. 

26) Un oligonucleotide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 13, caracterise en ce que l'une 
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desdites sequences o 1 i gonu c 1 eo t i d i que s est 
substantiellement complementaire d'une sequence cible 
appartenant a une molecule d'ADN ou d'ARN messager du gene 
codant le recepteur aux androgenes mute ou nonmute. 

5 

27) Un oligonucleotide selon la revendication 
26, caracterise en ce que 1 ' une desdites sequences 
oligpnucleotidiques est substantiellement complementaire 
d'une sequence cible appartenant a une molecule d'ADN ou 

10 d'ARN messager du gene codant le recepteur aux androgenes 

mute, portant par exemple 1 ' une au moins des mutations du 
tableau 5 de 1 ' annexe C . 

28) Composition notamment pharmaceutique pour 
etre utilisee dans la recherche de la fonction de gene ou a 
des fins therapeutiques ou diagnostiques , caracterisee en 
ce qu'elle comprend a titre d' agent actif au moins un 
oligonucleotide selon 1' une quelconque des revendicat ions 1 
a 27. 



15 



20 



29) Utilisation d'un oligonucleotide selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 27 pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique utile pour la 
prevention ou le traitement d'une maladie resultant de 

25 1' expression d'un gene nocif . 

30) Utilisation d'un oligonucleotide selon 
l'une quelconque des revendications 23 ou 24 pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique utile pour la 

30 prevention ou le traitement d'une maladie resultant de 

1' expression d'une proteine de fusion. 

31) Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 29 ou 30, caracterisee en en ce que ladite 

35 maladie est un cancer. 
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32) Utilisation d'un oligonucleotide selon 
1 ' une quelconque des revendicat ions 20 a 22 pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique utile pour la 

5 prevention ou le traitement d'un cancer resultant de 

1' expression d'un gene codant pour une proteine p53 mutee. 

33) Utilisation d'un oligonucleotide selon la 
revendication 21 pour la preparation d'une composition 

10 pharmaceutique utile pour la prevention ou le traitement 

d'un cancer resultant de 1' expression d'un gene codant pour 
la proteine E6 de HPV. 

34) Utilisation d'un oligonucleotide selon 
15 l'une quelconque des revendicat ions l a 13 pour la 

preparation d'une composition pharmaceutique utile pour la 
prevention ou le traitement d'une maladie infectieuse ou 
virale, en particulier le SIDA, les maladies infectieuses 
non convent ionnelles, en particulier ESB et Kreutzfeld 
20 Jacob. 

35) Utilisation d'un oligonucleotide selon 
l'une quelconque des revendicat ions 1 a 13 pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique utile pour la 

25 prevention ou le traitement d'une maladie virale a 

l'origine de cancers. 

36) Utilisation d'un oligonucleotide selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 13, 16 ou 17 pour 

30 la preparation d'une composition pharmaceutique utile pour 

la prevention ou le traitement d'une maladie d'une maladie 
liee a une hypervascularisation comme la degenerescence 
maculaire liee a l'age, 1 ' angiogenese tumorale, les 
retinopathies diabetiques, le psoriasis, 1' arthrite 

3 5 rhumatoide . 
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Fig- 2 A 



Fig. 2 B 
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Fig. 2 E 
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Fig. 4 A 
siRNA controle AR 
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Fig. 4 D 
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Fig. 5 A 

1 atggaggagc.cgcagtcaga tcctagcgtc gagccccctc tgagtcagga aacattttca 
61 gacctatgga aactacttcc tgaaaacaac gttctgtccc ccttgccgtc ccaagcaatg 
121 gatgatttga tgctgtcccc ggacgatatt gaacaatggt tcactgaaga cccaggtcca 
181 gatgaagctc ccagaatgcc agaggctgct ccccccgtgg cccctgcacc agcagctcct 
241 acaccggcgg cccctgcacc agccccctcc tggcccctgt catcttctgt cccttcccag 
301 aaaacctacc agggcagcta cggtttccgt ctgggcttct tgcattctgg gacagccaag 

3 61 tctgtgactt gcacgtactc ccctgccctc aacaagatgt tttgccaact ggccaagacc 
421 tgccctgtgc agctgtgggt tgattccaca cccccgcccg gcacccgcgt ccgcgccatg 

4 81 gccatctaca agcagtcaca gcacatgacg gaggttgtga ggcgctgccc ccaccatgag 
541 cgctgctcag atagcgatgg tctggcccct cctcagcatc ttatccgagt ggaaggaaat . 
601 ttgcgtgtgg agtatttgga tgacagaaac acttttcgac atagtgtggt ggtgccctat 
661 gagccgcctg aggttggctc tgactgtacc accatccact acaactacat gtgtaacagt 
721 tcctgcatgg gcggcatgaa ccggaggccc atcctcacca tcatcacact ggaagactcc 
7 81 agtggtaatc tactgggacg gaacagcttt gaggtgcgtg tttgtgcctg tcctgggaga 
841 gaccggcgca cagaggaaga gaatctccgc aagaaagggg agcctcacca cgagctgccc 
901 ccagggagca ctaagcgagc actgcccaac aacaccagct cctctcccca gccaaagaag 
9 61 aaaccactgg atggagaata tttcaccctt cagatccgtg ggcgtgagcg cttcgagatg 
1021 ttccgagagc tgaatgaggc cttggaactc aaggatgccc aggctgggaa ggagccaggg 
1081 gggagcaggg ctcactccag ccacctgaag tccaaaaagg gtcagtctac ctcccgccat 
1141 aaaaaactca tgttcaagac agaagggcct gactcagact ga 
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Fig. 5 G Fig* 5 H 
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Fig. 6 A 



1 actacaat.aa ttcatgtata aaactaaggg. cgtaaccgaa atcggttgaa ccgaaaccgg 
6l ttagtataaa agcagacatt ttatgfcacca aaag^agaact gcaatgtttc aggaccCaca 
*■ 121 ggagcgaccc agaaagttac cacagttatg cacagagctg caaacaacta tacatgatat 
181 aatattagaa tgtgtgtact gcaagcaaca gttactgcga cgtgaggtat atgactiitgc 
241 ttttcgggat ttatgcatag tatatagaga tgggaatcca tatgctgtat gtgataaatg 
301 tttaaagttt tattctaaaa ttagtgagta tagacattat tgttatagtt tgtatggaac 
361 aacattagaa cagcaataca ; acaaaccgtt gtgtgatttg ttaattaggt gtattaactg 
421 tcaaaagcca ctgtgtcctg aagaaaagca aagacatctg gacaaaaagc aaagattcca 
481 taatataagg ggtcggtgga ccggtcgatg tatgtcttgt tgcagatcat caagaacacg 
541 tagagaaacc cagctgtaat catgcatgga gatacaccta cattgcatga atatatgrtta 
601- gatttgcaac cagagacaac tgatctctac tgttatgagc aattaaatga cagctcagag 
661 gaggaggatg aaatagatgg tccagctgga caagcagaac cggacagagc ccattacaat 
721 attgtaacct tttgttgcaa gtgtgactct acgcttcggt tgtgcgtaca , aagcacacac 
781 gtagacattc gtactttgga agacctgtta atgggcacac taggaattgt gtgccccatc 
841 tgttctcaga aaccataatc taccatggct gatcctgcag gtaccaatgg ggaagagggt 
901 acciggatgta atggatggtt ttatgtagag gctgtagtgg aaaaaaaaaa aggggatgct 
961 atatcagatg acgagaacga: aaatgac'agt gatacaggtg iaagatttggt agattttata 
1021 gtaaatgata atgattattt aacacaggca gaaacagaga cagcacatgc gttgtttact 
1081 gcacaggaag caaaacaaca tagagatgca gtacaggttc taaaacgaaa gtatttggta 
1141 gtccacttag tgatattagt ggatgtigtag acaataatat. tagtcctaga ttaaaagcta 
1201 tatgtataga aaaacaaagt agagctgcaa aaaggagatt atttgaaagc gaagacagcg 
1261 ggtatggcaa tactgaagtg gaaactcagc agatgttaca ggtagaaggg cgccatgaga 
1321 ctgaaacacc atgtagtcag tatagtggtg gaagtggggg tggttgcagt cagtacagta 
1381 gtggaagtgg gggagagggt gttagtgaaa gacacaetat atgccaaaca ccacttacaa 
1441 atattttaaa tgtactaaaa actagtaatg caaaggcagc aatgttagca aaatttaaag 
1501 :agttatacgg ggtgagtttt tcagaattag taagaceatt taaaagtaat aaatcaacgt 
1561 gttgcgattg gtgtattgct gcatttggac ttacacccag -fcatagctgac agtataaaaa 
1621 cactattaca acaatattgt ttatatttac acattcaaag tttagcatgt tcatggggaa 
1681 tggttgtgtt actattagta agatataaat gtggaaaaaa tagagaaaca attgaaaaat 
1741 tgctgtctaa actattatgt gtgtctccaa tgtgtatgat gatagagcct ccaaaattgc 
1861 gtagtacagc agcagcatta tattggtata aaacaggtat. atcaaatatt agtgaaigtgt 
1861 ' atggagac'a'c gccagaatgg atacaaagac aaacagtatt; acaacatagt tttaatgatt 
1921 gtacatttga attatcacag atggtacaat gggcctacga taatgacata gtagacgata 
1981 gtgaaattgc atataaatat gcacaattgg cagacactaa tagtaatgca agtgcctttc 
2041 taaaaagtaa ttcacaggca aaaattgtaa aggattgtgc aacaatgtgt agacattata 
2101 aacgagcaga aaaaaaacaa atgagtatga gtcaatggat . aaaatataga tgtgataggg 
2161 tagatgatg^ aggtgattgg aagcaaattg titatgttttt aaggtatcaa ggtgtagagt 
2221 ttatgteatt tttaactgca ttaaaaagat tttt gcaagg catacctaaa aaaaattgca 
2281 -ba-tt aetata tggtgcagct aacacaggta aatcattatt t^gtatgagt ttaatgaaat 
2 341 ttctgeaagg gtctgtaata tgttttgtaa attctaaaag ccatttttgg ttacaaccat 
2401 tagcagatgc caaaataggt atgttagatg atgctacagt gccctgttgg aactacatag 
2461 atgacaattt aagaaatgea ttggatggaa atttagtttc tatggatgta aagcatagac 
2521 cattggtaca actaaaatgc cctccattat taattacatc taacattaat gctggtacag 
2581 attctaggtg gecttattta cataatagat tggtggtgtt tacatttcct aatgagtttc 
2 641 catttgacga aaacggaaat ccagtgtatg agcttaatga taagaactgg aaatcctttt 
2701 tctcaaggac gtggtccaga ttaagtttgc acgagrgacga ggacaaggaa aacgatggag 
2761 actctttgcc aacgtttaaa tgtgtgtcag gacaaaatac taacacatta tgaaaatgat 
2821 agtacagacc tacgtgacca tatagactat tggaaacaca tgegjectaga atgtgctatt; 
2881 tattacaagg ccagagaaat gggatttaaa catattaacc accaagtggt gccaacactg 
2941 gctgtatcaa agaataaagc attacaagca attgaactgc aactaaegtt agaaacaata 
3001 tataactcac aatatagtaa tgaaaagtgg acattacaag aegttagect tgaagtgrtat 
3061 ttaactgeae caacaggatg tataaaaaaa catggatata cagtggaagt gcagtttgat 
3121 ggag,acatat gqaatacaat gcattataca aactggacac atatatatat ttgtgaagaa 
3181 gcatcagtaa ctgtggtaga gggtcaagtt gactattatg gtttatatta tgttcatgaa 
3241 ggaatacgaa catattttgt gcagtttaaa gatgatgeag aaaaatatag taaaaataaa 
3301 gtatgggaag ttcatgcggg tggtcaggta atattatgtc ctacatctgt gt.ttagcagc 
3361 aacgaagtat cctctcctga aattattagg cagcac.ttgg cca.accaccc cgccgcgacc. 
3421 cataccaaag ccgtcgcctt gggcaecgaa gaaacacaga cgactatcca gcgaccaaga 
3481 teagagecag acaceggaaa cccctgccac accactaagt tgttgcacag agactcagtg 
3541 gaeagtgetc caatcctcac tgcatttaac agctcacaca aaggaeggat taactgtaat 
3601 agtaacacta cacccatagt acatttaaaa ggtgatgcta atactttaaa atgtttaaga 
3661 tatagattta aaaagcattg tacattgtat actgcagtgt cgtctacatg gcattggaca 
3721 ggacataatg. taaaacataa aagtgcaatt gttacactta catatgatag tgaatggcaa 
3781 cgtgaccaat ttttgtctca agttaaaata ccaaaaacta ttacagtgtc tactggattt 
3841 atgtctatat gacaaatctt gatactgeat ccacaacatt actggcgtgc tttttgcttt 
3901 gctttgtgtg cttttgtgtg tetgectatt aatacgtccg ctgcttttgt ctgtgtctac 
3961 atacacatca ttaataatat tggtattact attgtggata acagcagcct ctgcgtttag 
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Fig. 6 A (suite) 
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tatagttcca 
tcctagttat 
ctctttggct 
taagcacgga 
tacttgcagt 
ttcctaaagt 
agtttggttt 
gtgtaggtgt 
tattaaataa 
ataatagaga 
aaccacctat 
caggtgattg 
atactggctt 
tggatatttg 
atggcgacag 
a-tagggctgg 
ctactgcaaa 
ctgatgccca 
gcatttgttg 
tgtcattatg 
agtacctacg 
ccttaactgc 
ggaattttgg 
cccaggcaat 
aaaaatacac 
ttccrtttagg 
taggaaaacg 
aacgtaagct 
gtatgtgctt 
ataaacacgt 
taaacttatt 
atttgctaca 
gtagcttcaa 
tctatgtcag 
cctgttttcc 
tgcaactact 
ccttacatac 
ttggcataag 
gtgtaaaggt 
attttgggtt 



gtatatatta 

attacataat 

tactattttt 

ttaataaact 

gcatcggcta 

atacctaagg 

gtattttttg 

attccattgg 

ttaacagtag 

ag-ttttattg 

tttagtatta 

actactgtta 

acacctgcag 

tatgaagaaa 

agcacaccca 

caacaggtta 

gataatcctg 

aatagtatta 

geatfcaacct 

cgtactcgta 

attgatcctg 

tcacatgcag 

tttafctacag 

tatafctcctg 

ggtcctgata 

gggtctccac 

tacatgttac 

gcctagtgag 

tg'aatatgtt 

tggacatccc 

atcaggat-ta 

tcctgacacc 

tgaggtaggt 

attggatgac 

atgtatatct 

aggggaacac 

tccaccatta 

tggtgctatg 

tacatctatt 

■cttatttttt 

-tacjtgfctggt 

tttagccagt 

aatattcaat 

gggtaaccaa 

tgctgccata 

acatggggag 

agacgttatg 

tctacaacct 

tgcttgtcaa 

tttttgggaa 

acgcaaattt 

aaaagctaca 

gtaagtattg 

gtatgtgctt 

gtgtatgtgt 

gtttcaacac 

tcctgttttt 

ccgaattcgg 

caactatggt 

tgacctgcac 

gaatcactat 

cgctgttagg 

gtttaaactt 

tagtcataca 

acacatttac 



tatttgttta 
gtatatgtac 
tcttttttat 
gttattactt 
cccaacttta 
ttgaaggcaa 
gtgggttagg 
gaacaaggcc 
atcctgtggg 
atgctggtgc 
ctacttcaac 
ctacacataa 
aaactggagg 
ttcctatgga 
-taccagggtc 
aagttgtaga 
catatgaagg 
atatagctcc 
ctaggcgtac 
gtggaaaatc 
cagaagaaat 
cctcacctac 
atacttctac 
caaatacaac 
tacccattaa 
aatatacaat 
gaaaacgacg 
gccactgtct 
gcacgcacaa 
tattttccta 
caatacaggg 
tcattttata 
cgtggtcagc 
acagaaaatg 
atggattaca 
tggggcaaag 
gagttaataa 
gactttacta 
■tgcaaatatc 
tatttacgaa 
gaaaatgtac 
tcaaattatt 
aaaccttatt 
ctatttgtta 
tctacttcag 
gaatatgatt 
acatacatac 
cccccaggag 
aaacatacac 
gtaaatttaa 
ttactacaag 
cccaccacct 
tatgtatgtt. 
gtaaatatta 
ttttaaatgc 
ctactaattg 
gttttatata 
ttgcatgctt 
ttaaacttgt 
tgcttgccaa 
gtacattgtg 
cacatatttt 
ctaaggccaa 
ttgttcattt 
aagcaactta 



tataccatta 

ataatgtaat 

tttcatatat 

aacaatgcga 

taaaacatgp 

aactattgct 

aattggaaca 

tcccacagct 

cccttctgat 

accaacatct 

tgataccaca 

taatcccacrt 

gcatrtttaca 

tacatttatt 

tcgcccagtg 

ccctgctttt 

tatagatgtg 

agatcctgac 

tggcattagg 

tataggtgct 

agaattacaa 

ttctattaat 

aaccccggta 

aattccttt-t 

tataactgac 

tat-tgctga-t 

taaacgttta 

acttgcctcc 

acatatatta 

ttaaaaaacc 

tatttagaat 

atccagatac 

cattagg-tgt 

ctag"tgctt:a 

aacaaacaca 

gatccccatg 

acacagttat 

cattacaggc 

cagattatat 

gggaacaaat 

cagacgattt 

ttcctacacc 

ggt-tacaacg 

c-tgttgttga 

aaactacata 

tacagtttat 

attctatgaa 

gcacactaga 

ctccagcacc 

aggaaaagtt 

caggattgaa 

catctacctc 

gaattagtgt 

agttgtatgt 

ttgtgtaact 

tgttgtggtt 

tactatat-tt 

tttggcacaa 

acgtttcctg 

ccattccatt 

tcatataaaa 

tggctt^ttt 

ctaaatgtca 

gtaaaactgc 

tataataata 



tttttaatac 

tgttacatat 

aatttttttt 

cacaaacgtt 

aaacaggcag 

gaacaaatat 

gggtcgggta 

acagatacac 

ccttctatag 

gtaccttcca 

cctgctatat 

ttcactgacc 

ctttca/tcat 

gttagcacaa 

gcacgcctag 

gtaaccactc 

gataatacat 

tttttggata 

tacagtagaa 

aaggtacatt 

actataacac 

aatgga-ttat 

ccatctgtac 

gg^gigtgcat 

caagc-tcct-t 

gcaggtgact 

ccatattttt 

tgtcccagta 

tcatgcagga 

taacaataac 

acatttacct 

acagcggctg 

gggcattagt 

tgcagcaaat 

attgtgttta 

tacc.aa-tgtt: 

-tcaggatggt 

taacaaaagt 

taaaatggtg 

gtttgttaga 

atacattaaa 

tagtggttct 

agcacagggc 

tactacacgc 

taaaaatact 

ttttcaactg 

ttccactatt 

agatacttat 

taaagaagat 

ttctgcagac 

ggccaaacca 

tacaactgct 

tgtttgttgt 

gtgtttgtat 

attgtgtcat 

attcattgta 

tgtagcgcca 

aatgtgtttt 

cttgccatgc 

gttttttaba 

taaatcacta 

■taactaacct 

ccctagttca 

acatgggtgt 

ctaa 



atacacatgc 

aattgttgta 

tttgtttgtt 

ctgcaaaacg 

gtacatgtcc 

tacaatatgg 

caggcggacg 

ttgctcctgt 

tttctttagt 

ttcccccaga 

tagatattaa 

catctgtatt 

ccactattag 

accctaacac 

gat-tatatag 

ccactaaact 

tatatttttc 

tagttgcttt 

ttgg-taataa 

attattatga 

ct-tctacata 

atgatattta 

cctctacatc 

acaatattcc 

cattaattcc 

ttta-tttaca 

-tt-tcagatgt 

tctaaggttg 

acatccagac 

aaaatattag 

gaccccaata 

gtttgggcct 

ggccatcctt 

gcaggtgtgg 

atrtggttgca 

gcagtaaatc 

gatatggttc 

gaagttccac 

tcagaaccat 

cat/ttattta 

ggctctgggt 

atggttacct 

cacaataatg 

agtacaaata 

aactttaagg 

tgcaaaataa 

ttggaggact 

aggtttgtaa 

gatcccctta 

ctagatcag-t 

aaatttacat 

aaacgcaaaa 

gtatatgtt-t 

gtatggtata 

gcaacataaa 

tataaactat 

ggcccatttt 

tttaaatagt 

gtgccaaatc 

ctgcactatg 

tgcgccaacg 

aattgcatat 

tacatgaact 

gtgcaaaccg 
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Fig* 6 B 
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Fig. 7 D 
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Fig. 8 
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LI STAGE DE SEQUENCES 

<110> CENTRE NATIONAL DE LA RECERCHE SCIENTIFIQUE 

<120> oligonucleotides inhibiteurs et leur utilisation pour reprimer 
specif iquement un gene 

<130> 24240PCT Nov 2002 

<140> pct/fr02/xxxxx 

<141> 2002-11-08 

<150> FR01/14549 

<151> 2001-11-09 

<150> FR02/04474 

<151> 2002-04-10 

<160> 77 

<170> Patentln version 3.1 



<210> 1 

<211> 1182 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (lj _ (1182) 

<223> Sequence du gene p53 



<400> 1 

atggaggagc 

gacctatgga 

gatgatttga 

gatgaagctc 

acaccggcgg 

aaaacctacc 

tctgtgactt 

tgccctgtgc 

gccatctaca 

cgctgetcag 

ttgcgtgtgg 

gagccgcctg 

tcctgcatgg 

agtggtaatc 

gaccggcgca 

ccagggagca 

aaaccactgg 

ttccgagagc 

gggagcaggg 

aaaaaactca 

<210> 2 
<211> 7904 
<212> DNA 



cgcagtcaga 
aactacttcc 
tgctgtcccc 
ccagaatgcc 
cccctgcacc 
agggcagcta 
gcacgtactc 
agctgtgggt 
agcagtcaca 
atagcgatgg 
agtatttgga 
aggttggctc 
gcggcatgaa 
tactgggacg 
cagaggaaga 
ctaagcgagc 
atggagaata 
tgaatgaggc 
ctcactccag 
tgttcaagac 



tcctagcgtc 
tgaaaacaac 
ggacgatatt 
agaggctgct 
agccccctcc 
cggtttccgt 
ccctgccctc 
tgattccaca 
gcacatgacg 
tctggcccct 
tgacagaaac 
tgactgtacc 
ccggaggccc 
gaacagcttt 
gaatctccgc 
actgcccaac 
tttcaccctt 
cttggaactc 
ccacctgaag 
agaagggcct 



gagccccctc 
gttctgtccc 
gaacaatggt 
ccccccgtgg 
tggcccetgt 
ctgggcttct 
aacaagatgt 
cccccgcccg 
gaggttgtga 
cctcageatc 
acttttcgac 
accatccact 
atcctcacca 
gaggtgcgtg 
aagaaagggg 
aacaccagct 
cagatccgtg 
aaggatgccc 
tccaaaaagg 
gactcagact 



tgagtcagga 
ccttgccgtc 
tcactgaaga 
cccctgcacc 
catcttctgt 
tgcattctgg 
tttgccaact 
gcacccgcgt 
ggcgctgccc 
ttatccgagt 
atagtgtggt 
aeaactacat 
tcatcacact 
tttgtgcctg 
agcctcacca 
cctctcccca 
ggcgtgagcg 
aggctgggaa 
gtcagtctac 
ga 



aacattttca 
ccaagcaatg 
cccaggtcca 
agcagctcct 
ccettcccag 
gacagccaag 
ggccaagacc 
ccgcgccatg 
ccaccatgag 
ggaaggaaat 
ggtgccctat 
gtgtaacagt 
ggaagactcc 
tcctgggaga 
cgagctgccc 
gccaaagaag 
cttcgagatg 
ggagccaggg 
ctcccgccat 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
84 0 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1182 



BNSDOCID: <WO 03040366A2_I_> 



WO 03/040366 



2/26 



PCT/FR02/03843 



<213> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



Homo sapiens 

misc_f eature 
(1) • - (7904) 
Variant HPV16 



<400> 2 

actacaataa 

ttagtataaa 

ggagcgaccc 

aatattagaa 

ttttcgggat 

tttaaagttt 

aacattagaa 

tcaaaagcca 

taatataagg 

tagagaaacc 

gatttgcaac 

gaggaggatg 

attgtaacct 

gtagacattc 

tgttctcaga 

acgggatgta 

atatcagatg 

gtaaatgata 

gcacaggaag 

gtccacttag 

tatgtataga 

ggtatggcaa 

ctgaaacacc 

gtggaagtgg 

atattttaaa 

agttatacgg 

gttgcgattg 

cactattaca 

tggttgtgtt 

tgctgtctaa 

gtagtacagc 

atggagacac 

gtacatttga 

gtgaaattgc 

taaaaagtaa 

aacgagcaga 

tagatgatgg 

ttatgtcatt 

tattactata 

ttctgcaagg 

tagcagatgc 

atgacaattt 

cattggtaca 

attctaggtg 

catttgacga 

tctcaaggac 

actctttgcc 

agtacagacc 

tattacaagg 

gctgtatcaa 

tataactcac 

ttaactgcac 

ggagacatat 

gcatcagtaa 



ttcatgtata 
agcagacatt 
agaaagttac 
tgtgtgtact 
ttatgcatag 
tattctaaaa 
cagcaataca 
ctgtgtcctg 
ggtcggtgga 
cagctgtaat 
cagagacaac 
aaatagatgg 
tttgttgcaa 
gtactttgga 
aaccataatc 
atggatggtt 
acgagaacga 
atgattattt 
caaaacaaca 
tgatattagt 
aaaacaaagt 
tactgaagtg 
atgtagtcag 
gggagagggt 
tgtactaaaa 
ggtgagtttt 
gtgtattgct 
acaatattgt 
actattagta 
actattatgt 
agcagcatta 
gccagaatgg 
attatcacag 
atataaatat 
ttcacaggca 
aaaaaaacaa 
aggtgattgg 
tttaactgca 
tggtgcagct 
gtctgtaata 
caaaataggt 
aagaaatgca 
actaaaatgc 
gccttattta 
aaacggaaat 
gtggtccaga 
aacgtttaaa 
tacgtgacca 
ccagagaaat 
agaataaagc 
aatatagtaa 
caacaggatg 
gcaatacaat 
ctgtggtaga 



aaactaaggg 
ttatgcacca 
cacagttatg 
gcaagcaaca 
tatatagaga 
ttagtgagta 
acaaaccgtt 
aagaaaagca 
ccggtcgatg 
catgcatgga 
tgatctctac 
tccagctgga 
gtgtgactct 
agacctgtta 
taccatggct 
ttatgtagag 
aaatgacagt 
aacacaggca 
tagagatgca 
ggatgtgtag 
agagctgcaa 
gaaactcagc 
tatagtggtg 
gttagtgaaa 
actagtaatg 
tcagaattag 
gcatttggac 
ttatatttac 
agatataaat 
gtgtctccaa 
tattggtata 
atacaaagac 
atggtacaat 
gcacaattgg 
aaaattgtaa 
atgagtatga 
aagcaaattg 
ttaaaaagat 
aacacaggta 
tgttttgtaa 
atgttagatg 
ttggatggaa 
cctccattat 
cataatagat 
ccagtgtatg 
ttaagtttgc 
tgtgtgtcag 
tatagactat 
gggatttaaa 
attacaagca 
tgaaaagtgg 
tataaaaaaa 
gcattataca 
gggtcaagtt 



cgtaaccgaa 
aaagagaact 
cacagagctg 
gttactgcga 
tgggaatcca 
tagacattat 
gtgtgatttg 
aagacatctg 
tatgtcttgt 
gatacaccta 
tgttatgagc 
caagcagaac 
acgcttcggt 
atgggcacac 
gatcctgcag 
gctgtagtgg 
gatacaggtg 
gaaacagaga 
gtacaggttc 
acaataatat 
aaaggagatt 
agatgttaca 
gaagtggggg 
gacacactat 
caaaggcagc 
taagaccatt 
ttacacccag 
acattcaaag 
gtggaaaaaa 
tgtgtatgat 
aaacaggtat 
aaacagtatt 
gggcctacga 
cagacactaa 
aggattgtgc 
gtcaatggat 
ttatgttttt 
ttttgcaagg 
aatcattatt 
attctaaaag 
atgctacagt 
atttagtttc 
taattacatc 
tggtggtgtt 
agcttaatga 
acgaggacga 
gacaaaatac 
tggaaacaca 
catattaacc 
attgaactgc 
acattacaag 
catggatata 
aactggacac 
gactattatg 



atcggttgaa 
gcaatgtttc 
caaacaacta 
cgtgaggtat 
tatgctgtat 
tgttatagtt 
ttaattaggt 
gacaaaaagc 
tgcagatcat 
cattgcatga 
aattaaatga 
cggacagagc 
tgtgcgtaca 
taggaattgt 
gtaccaatgg 
aaaaaaaaac 
aagatttggt 
cagcacatgc 
taaaacgaaa 
tagtcctaga 
atttgaaagc 
ggtagaaggg 
tggttgcagt 
atgccaaaca 
aatgttagca 
taaaagtaat 
tatagctgac 
tttagcatgt 
tagagaaaca 
gatagagcct 
atcaaatatt 
acaacatagt 
taatgacata 
tagtaatgca 
aacaatgtgt 
aaaatataga 
aaggtatcaa 
catacctaaa 
tggtatgagt 
ccatttttgg 
gccctgttgg 
tatggatgta 
taacattaat 
tacatttcct 
taagaactgg 
ggacaaggaa 
taacacatta 
tgcgcctaga 
accaagtggt 
aactaacgtt 
acgttagcct 
cagtggaagt 
atatatatat 
gtttatatta 



ccgaaaccgg 
aggacccaca 
tacatgatat 
atgactttgc 
gtgataaatg 
tgtatggaac 
gtattaactg 
aaagattcca 
caagaacacg 
atatatgtta 
cagctcagag 
ccattacaat 
aagcacacac 
gtgccccatc 
ggaagagggt 
aggggatgct 
agattttata 
gttgtttact 
gtatttggta 
ttaaaagcta 
gaagacagcg 
cgccatgaga 
cagtacagta 
ccacttacaa 
aaatttaaag 
aaatcaacgt 
agtataaaaa 
tcatggggaa 
attgaaaaat 
ccaaaattgc 
agtgaagtgt 
tttaatgatt 
gtagacgata 
agtgcctttc 
agacattata 
tgtgataggg 
ggtgtagagt 
aaaaattgca 
ttaatgaaat 
ttacaaccat 
aactacatag 
aagcatagac 
gctggtacag 
aatgagtttc 
aaatcctttt 
aacgatggag 
tgaaaatgat 
atgtgctatt 
gccaacactg 
agaaacaata 
tgaagtgtat 
gcagtttgat 
ttgtgaagaa 
tgttcatgaa 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
24 60 
2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 
3000 
3060 
3120 
3180 
3240 
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ggaatacgaa 
gtatgggaag 
aacgaagtat 
cataccaaag 
tcagagccag 
gacagtgctc 
agtaacacta 
tatagattta 
ggacataatg 
cgtgaccaat 
atgtctatat 
gctttgtgtg 
atacacatca 
gtgttttatt 
acgcttttta 
taccataact 
tgtttgtttt 
cacaaaacgt 
acctgacatt 
aagtatgggt 
cactgggtat 
aagaccccct 
ggaagaaact 
tgtatcagga 
taatactgtt 
gcagcctcca 
tacacataat 
agtaactagt 
tcgcacaaca 
tattacatat 
tagtaatgat 
acataggcca 
acaaacacta 
tttaagtact 
tactaccact 
tgcagatgac 
tttatcaggt 
tttagtatca 
tatagttcca 
tcctagttat 
ctctttggct 
taagcacgga 
tacttgcagt 
ttcctaaagt 
agtttggttt 
gtgtaggtgt 
tattaaataa 
ataatagaga 
aaccacctat 
caggtgattg 
atactggctt 
tggatatttg 
atggcgacag 
atagggctgg 
ctactgcaaa 
ctgatgccca 
gcatttgttg 
tgtcattatg 
agtacctacg 
ccttaactgc 
ggaattttgg 



catattttgt 
ttcatgcggg 
cctctcctga 
ccgtcgcctt 
acaccggaaa 
caatcctcac 
cacccatagt 
aaaagcattg 
taaaacataa 
ttttgtctca 
gacaaatctt 
cttttgtgtg 
ttaataatat 
gtatatatta 
attacataat 
tactattttt 
ttaataaact 
gcatcggcta 
atacctaagg 
gtattttttg 
attccattgg 
ttaacagtag 
agttttattg 
tttagtatta 
actactgtta 
acacctgcag 
tatgaagaaa 
agcacaccca 
caacaggtta 
gataatcctg 
aatagtatta 
gcattaacct 
cgtactcgta 
attgatcctg 
tcacatgcag 
tttattacag 
tatattcctg 
ggtcctgata 
gggtctccac 
tacatgttac 
gcctagtgag 
tgaatatgtt 
tggacatccc 
atcaggatta 
tcctgacacc 
tgaggtaggt 
attggatgac 
atgtatatct 
aggggaacac 
tccaccatta 
tggtgctatg 
tacatctatt 
cttatttttt 
tactgttggt 
tttagccagt 
aatattcaat 
gggtaaccaa 
tgctgccata 
acatggggag 
agacgttatg 
tctacaacct 



gcagtttaaa 
tggtcaggta 
aattattagg 
gggcaccgaa 
cccctgccac 
tgcatttaac 
acatttaaaa 
tacattgtat 
aagtgcaatt 
agttaaaata 
gatactgcat 
tctgcctatt 
tggtattact 
tatttgttta 
gtatatgtac 
tcttttttat 
gttattactt 
cccaacttta 
ttgaaggcaa 
gtgggttagg 
gaacaaggcc 
atcctgtggg 
atgctggtgc 
ctacttcaac 
ctacacataa 
aaactggagg 
ttcctatgga 
taccagggtc 
aagttgtaga 
catatgaagg 
atatagctcc 
ctaggcgtac 
gtggaaaatc 
cagaagaaat 
cctcacctac 
atacttctac 
caaatacaac 
tacccattaa 
aatatacaat 
gaaaacgacg 
gccactgtct 
gcacgcacaa 
tattttccta 
caatacaggg 
tcattttata 
cgtggtcagc 
acagaaaatg 
atggattaca 
tggggcaaag 
gagttaataa 
gactttacta 
tgcaaatatc 
tatttacgaa 
gaaaatgtac 
tcaaattatt 
aaaccttatt 
ctatttgtta 
tctacttcag 
gaatatgatt 
acatacatac 
cccccaggag 
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gatgatgcag 
atattatgtc 
cagcacttgg 
gaaacacaga 
accactaagt 
agctcacaca 
ggtgatgcta 
actgcagtgt 
gttacactta 
ccaaaaacta 
ccacaacatt 
aatacgtccg 
attgtggata 
tataccatta 
ataatgtaat 
tttcatatat 
aacaatgcga 
taaaacatgc 
aactattgct 
aattggaaca 
tcccacagct 
cccttctgat 
accaacatct 
tgataccaca 
taatcccact 
gcattttaca 
tacatttatt 
tcgcccagtg 
ccctgctttt 
tatagatgtg 
agatcctgac 
tggcattagg 
tataggtgct 
agaattacaa 
ttctattaat 
aaccccggta 
aattcctttt 
tataactgac 
tattgctgat 
taaacgttta 
acttgcctcc 
acatatatta 
ttaaaaaacc 
tatttagaat 
atccagatac 
cattaggtgt 
ctagtgctta 
aacaaacaca 
gatccccatg 
acacagttat 
cattacaggc 
cagattatat 
gggaaeaaat 
cagacgattt 
ttcctacacc 
ggttacaacg 
ctgttgttga 
aaactacata 
tacagtttat 
attctatgaa 
gcacactaga 



aaaaatatag 
ctacatctgt 
ccaaccaccc 
cgactatcca 
tgttgcacag 
aaggacggat 
atactttaaa 
cgtctacatg 
catatgatag 
ttacagtgtc 
actggcgtgc 
ctgcttttgt 
acagcagcct 
tttttaatac 
tgttacatat 
aatttttttt 
cacaaacgtt 
aaacaggcag 
gaacaaatat 
gggtcgggta 
acagatacac 
ccttctatag 
gtaccttcoa 
cctgctatat 
ttcactgacc 
ctttcatcat 
gttagcacaa 
gcacgcctag 
gtaaccactc 
gataatacat 
tttttggata 
tacagtagaa 
aaggtacatt 
actataacac 
aatggattat 
ccatctgtac 
ggtggtgcat 
caagctcctt 
gcaggtgact 
ccatattttit 
tgtcccagta 
tcatgcagga 
taacaataac 
acatttacct 
acagcggctg 
gggcattagt 
tgcagcaaat 
attgtgttta 
taccaatgtt 
tcaggatggt 
taacaaaagt 
taaaatggtg 
gtttgttaga 
atacattaaa 
tagtggttct 
agcacagggc 
tactacacgc 
taaaaatact 
ttttcaactg 
ttccactatt 
agatacttat 



taaaaataaa 

gtttagcagc 

cgccgcgaec 

gcgaccaaga 

agactcagtg 

taactgtaat 

atgtttaaga" 

gcattggaca 

tgaatggcaa 

tactggattt 

tttttgcttt 

ctgtgtctac. 

ctgcgtttag 

atacacatgc 

aattgttgta 

tttgtttgtt 

ctgca.aaacg 

gtacatgtcc : 

tacaatatgg 

caggcggacg 

ttgctcctgt 

tttctttagt 

ttcccccaga 

tagatattaa 

catctgtatt 

ccactattag 

accctaacac 

gattatatag 

ccactaaact 

tatatttttc 

tagttgcttt 

ttggtaataa 

attattatga 

cttctapata 

atgatattta 

cctctacatc 

acaatattcc 

cattaattec 

tttatttaca 

tttcagatgt 

tctaaggttg 

acatGcagac 

aaaatattag 

gaccccaata 

gtttgggcct 

ggccatcctt 

gcaggtgtgg 

attggttgca 

gcagtaaatc 

gatatggttc 

gaagttccac 

tcagaaccat 

catttattta . 

ggctctgggt 

atggttacct 

cacaataatg 

agtacaaata 

aactttaagg 

tgcaaaataa 

ttggaggact 

aggtttgtaa 



3300 
3360 
3420 
3480 
3540 
3600 
3660 
3720 
3780 
3840 
3900 
. 3960 
4 020 
4080 
4140 
4200 
4260 
4320 
4 38 0 
4440 
4 500 
4 560 
4 620 

4 680 
4740 
4800 
4860 
4920 
4980 
5040 
5100 
5160 
5220 
5280 
5340 
5400 
5460 
5520 
5580 

5 64 0 
5700 
5760 
5820 
5880 
5940 
6000 
6060 
6120 
6180 
6240 
6300 
6360 
6420 
6480 
6540 
6600 
6660 
6720 

. 6780 
6840 
6900 
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cccaggcaat tgcttgtcaa aaacatacac ctccagcacc taaagaagat gatcccctta 6960 

aaaaatacac tttttgggaa gtaaatttaa aggaaaagtt ttctgcagac ctagatcagt 7020 

ttcctttagg acgcaaattt ttactacaag caggattgaa ggccaaacca aaatttacat 7080 

taggaaaacg aaaagctaca cccaccacct catctacctc tacaactgct aaacgcaaaa 7140 

aacgtaagct gtaagtattg tatgtatgtt gaattagtgt tgtttgttgt gtatatgttt 7200 

gtatgtgctt gtatgtgctt gtaaatatta agttgtatgt gtgtttgtat gtatggtata 72 60 

ataaacacgt gtgtatgtgt ttttaaatgc ttgtgtaact attgtgtcat gcaacataaa 7320 

taaacttatt gtttcaacac ctactaattg tgttgtggtt attcattgta tataaactat 7380 

atttgctaca tcctgttttt gttttatata tactatattt tgtagcgcca ggcccatttt 7440 

gtagcttcaa ccgaattcgg ttgcatgctt tttggcacaa aatgtgtttt tttaaatagt 7500 

tctatgtcag caactatggt ttaaacttgt acgtttcctg cttgccatgc gtgccaaatc 7560 

cctgttttcc tgacctgcac tgcttgccaa ccattccatt gttttttaca ctgcactatg 7620 

tgcaactact gaatcactat gtacattgtg tcatataaaa taaatcacta tgcgccaacg 7680 

ccttacatac cgctgttagg cacatatttt tggcttgttt taactaacct aattgcatat 7740 

ttggcataag gtttaaactt ctaaggccaa ctaaatgtca ccctagttca tacatgaact 7800 

gtgtaaaggt tagtcataca ttgttcattt gtaaaactgc acatgggtgt gtgcaaaccg 7860 

attttgggtt acacatttac aagcaactta tataataata ctaa 7904 
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<220> 

<2 21> misc_feature 

<222> (21) . . (22) 

<2 23> residus thimine ajoutes 
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<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1)..(20) 

<223> sequence issue du VEGF humain 



<220> 

<221> misc^feature 

<222> (21) . . (22) 

<223> residus thimine ajoutes 



<400> 9 

caugucaugu gucacaucuc tt 22 

<210> 10 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) . . (20) 

<223> sequence issue du VEGF humain 



<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (21) . . (22) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 10 

gagaugugac acaugacaug tt 22 



<210> 11 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (21) 

<223> sequence issue du HIF 1 alpha humain 



<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (22).. (23) 

<223> residus thimine ajoutes 



<400> 11 

caugugacca ugaggaaaug att 23 

<210> 12 

<211> 23 i 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) . . (21) 

<223> sequence issue du HIF 1 alpha humain 



<220> 

<221> misc_f eature 
<222> (22) . . (23) 
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<223> residus Thimine ajoutes 
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<221> misc_f eature 

<222> (1)..(21) 

<223> sequence issue du HIF 1 alpha humain 
<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (22) . . (23) 

<223> residus thimine ajoutes 
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<223> sequence issue du HIF lalpha humain 
<220> 
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<222> (22) . . (23) 

<223> residus thimine ajoutes 
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<210> 19 
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<220> 
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<223> Sequence issue du recepteur aux androgenes portant la mutation T8 
77A 

<220> 

<221> misc__f eature 

<222> (20). .(21) 

<223> residus thimine ajoutes 
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<400> 19 
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<222> (1)..(19) 

<223> sequence issue du p53 humain mute portant la mutation MT1 (r248w) 
(sens) 

<220> 
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<223> residus thimine ajoutes 
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<222> (1) . . {19) 

<223> sequence issue du recepteur aux androgenes humain mute (brin ant 
isens ) 

<220> 

<221> misc__f eature 

<222> (20).. (21) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 38 

uaguguaagc agaccgaact t 21 



<210> 39 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (1) . . (19) 

<223> sequence issue du gene 



p53 humain sauvage (brin sens) 



<220> 

<221> misc_feature 

<222> (20) . . (21) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 39 

gcaugaaccg gaggcccaut t 21 



<210> 40 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (19) 

<223> sequence issue du gene p53 humain sauvage (brin antisens) 



<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (20) . . (21) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 40 

augggccucc gguucaugct t 21 



<210> 41 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (19) 

<223> sequence issue du gene p53 humain mute (brin sens) 



<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (20) . . (21) 

<223> residus thimine ajoutes 



<400> 41 
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gcaugaaccg gaggcccaut t 



21 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



42 
21 
DNA 
Homo 



sapiens 



misc__f eature 
(1)..(19) 

sequence issue du gene p53 humain sauvage (brin antisens). 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



misc_f eature 
(20) . . (21) 

residus thimine ajoutes 



<400> 42 

augggccucc gguucaugct t 



21 



<210> 43 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1)-. .(19) 

<223> sequence issue du gene p53 mute (brin sens) 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (20) . . (21) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 43 

gcaugaaccg gaggcccaut t 21 

<210> 44 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc^feature 

<222> (1)..(19) 

<223> sequence issu du gene p53 humain mute (brin antisens). 



<220> 

<221> misc_feature 

<222> (20).. (21) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 44 

augggccucc gguucaugct t 

<210> 45 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) . . (19) 

<223> sequence issue du gene p53 mute (brin sens) 



BNSDOCID: <WO 03040366A2J_> 



WO 03/040366 



16/26 



PCT/FR02/03843 



<220> 

<221> mi sc__f eature 

<222> (20) . . (21) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 45 

gcatgaaccg gaggcccatt t 21 

<210> 46 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_f eature 
<222> (1) . . (19) 

<223> sequence issue du gene p53 humain mute (brin antisens) 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (20) . . (21) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 46 

augggccucc gguucaugct t 21 

<210> 47 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (19) 

<223> sequence issue du gene p53 humain mute (brin sens) 
<220> 

<22 1> misc_f eature 

<222> (20) . . (21) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 47 

gcaugaaccg gaggcccaut t 21 

<210> 48 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (1) . . (20) 

<223> sequence issue du gene p53 humain mute (brin antisens) 
<220> 

<221> misc__f eature 

<222> (21) . . (22) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 48 

atgggccutc cggttcatgc tt 22 

<210> 49 
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<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_feature ; 

<222> (1) . . (19) r 

<223> sequence issue du gene p53 humain mute (brin sens) 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (20) . . (21) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 49 

gcaugaacug gaggcccaut t . . ^ 

<210> 50 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> '(1)"..(19) 

<223> sequence issue du gene p53 humain mute (brin antisens) 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (20) . . (21) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 50 

augggccucc aguucaugct t 21 

<210> 51 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc__f eature 

<222> (1) . . (19) 

<223> sequence issue du gene p53 humain mute (brin sens) 



<220> 

<221> misc_feature 

<222> (20).. (21) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 51 

gcaugaacug gaggcccaut t 

<210> 52 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<2 21> misc_f eature 

<222> (1) . . (19) 

<223> sequence issue du gene p53 humain mute (brin antisens) 



<220> 

<221> misc feature 
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<222> (20).. (21) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 52 

augggccucc aguucaugct t 



21 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



53 
21 
DNA 
Homo 

misc_ 
(1) . • 



sapiens 

feature 
"(19) 



sequence issue du gene p53 humain mute (brin isens) 



mi sc__f eature 
(20) . . (21) 

residus thimine ajoutes 



<400> 53 

gcaugaacug gaggcccaut t 



21 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



54 
21 
DNA 
Homo 



sapiens 



misc_feature 
(1) . . (19) 

sequence issue du gene p53 humain mute (brin antisens) 



mi sc_f eature 
(20) . . (21) 

residus thimine ajoutes 



<400> 54 

augggccucc aguucaugct t 



21 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



55 
21 
DNA 
Homo 



sapiens 



mis c_f eature 
(1) . - (19) 

sequence issue du gene p53 humain mute (brin sens) 



mis c__f eature 
(20) . . (21) 

residus thimine ajoutes 



<400> 55 

gcatgaactg gaggcccatt t 



21 



<210> 56 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
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<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (19) 

<223> sequence issue du gene p53 humain mute (brin antisens) 
<220> 

<221> misc__feature 

<222> (20).. (21) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 56 

augggccucc aguucaugct t 21 

<210> 57 - 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (19) . 

<223> sequence issue du gene p53 humain mute (brin sens) 

<220> 

<221> misc^feature 

<222> (20) . . (21) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 57 • 
gcatgaactg gaggcccatt t -.21 

<210> 58 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (19) 

<223> sequence issue du gene p53 humain mute (brin antisens) 
<22 0> 

<221> mis cofeature 

<222> (20) . . (21) 

<223> residus thimine ajoutes 

<400> 58 

augggccucc aguucaugct t , 21 

<210> 59 

<211> 3933 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (3933) 

<22 3> Homo sapiens hypoxia-inducible factor 1 sous-unite alpha. (HIF-1 
alpha) 



<400> 59 

cacgaggcag cactctcttc gtcgcttcgg ccagtgtgtc gggctgggcc ctgacaagcc 



60 



acctgaggag aggctcggag ccgggcccgg accccggcga ttgccgcccg cttctctcta 120 
gtctcacgag gggtttcccg cctcgcaccc ccacctctgg acttgccttt ccttctcttc 180 
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tccgcgtgtg 

agacatcgcg 

ataagttctg 

gaatctgaag 

catcttgata 

ctggatgctg 

ttgaaagcct 

tctgataatg 

tttgatttta 

ggccttgtga 

tgtaccctaa 

cactgcacag 

aagaaaccac 

attgaaattc 

tcttattgtg 

cgctcaattt 

gatatgttta 

ggatatgtct 

cagtgcattg 

tcccttcaac 

cagctattca 

gaacctgatg 

tttggcagca 

gatgtaatgc 

ttacccaccg 

gaagttgcat 

cagattcagg 

cctaatagtc 

ttggaattgg 

caggacacag 

cagttacgtt 

gcaagtcctc 

aatgccacca 

gaagacatta 

agtgccacat 

ggaaaaggag 

gtcgctttga 

ttgcagaatg 

ggaattggaa 

aaacgtgtaa 

ttaataccct 

ccacagctga 

ctgcagggtg 

cattcctttt 

atctaatttt 

ccctttctac 

agacagctca 

taaaaaatgc 

tatttttaag 

ataggcagtt 

tgccagcagt 

tactcatgga 

ctatgaaatt 

gctgtatggt 

atatctagaa 

atgtttctat 

tttatgctaa 

aaagatattt 

gcctagtatg 

acatcctttt 

atatatagtt 



gagggagcca 

gggaccgatt 

aacgtcgaaa 

ttttttatga 

aggcctctgt 

gtgatttgga 

tggatggttt 

tgaacaaata 

ctcatccatg 

aaaagggtaa 

ctagccgagg 

gccacattca 

ctatgacctg 

ctttagatag 

atgaaagaat 

atgaatatta 

ctaaaggaca 

gggttgaaac 

tatgtgtgaa 

aaacagaatg 

ccaaagttga 

ctttaacttt 

acgacacaga 

tcccctcacc 

ctgaaacgcc 

taaaattaga 

atcagacacc 

ccagtgaata 

tagaaaaact 

atttagactt 

ccttcgatca 

aaagcacagt 

ctaccactgc 

aaatattgat 

catcaccata 

tcatagaaca 

gtcaaagaac 

ctcagagaaa 

cattattaca 

aaggatgcaa 

ctgatttagc 

ccagttatga 

aagaattact 

tttggacact 

agaagcctgg 

ttaatttaca 

ttttctcagt 

acctttttat 

aagatgccaa 

gaaaaatttt 

acgtggtagc 

atatattctg 

gttaaacctg 

ttattattta 

ggtatgtggc 

agtcactttg 

tattgtgtaa 

tgagcagact 

ttaatttgct 

tttcatgtag 

gtcacagtaa 



gcgcttaggc 

caccatggag 

agaaaagtct 

gcttgctcat 

gatgaggctt 

tattgaagat 

tgttatggtt 

catgggatta 

tgaccatgag 

agaacaaaac 

aagaactatg 

cgtatatgat 

cttggtgctg 

caagactttc 

taccgaattg 

tcatgctttg 

agtcaccaca 

tcaagcaact 

ttacgttgtg 

tgtccttaaa 

atcagaagat 

gctggcccca 

aactgatgac 

caacgaaaaa 

aaagccactt 

accaaatcca 

tagtccttcc 

ttgtttttat 

ttttgctgaa 

ggagatgtta 

gttgtcacca 

tacagtattc 

caccactgat 

tgcatctcca 

tagagatact 

gacagaaaaa 

tacagttcct 

gcgaaaaatg 

gcagccagac 

atctagtgaa 

atgtagactg 

ttgtgaagtt 

cagagctttg 

ggtggctcac 

ctacaatact 

ttaatgctct 

tttttggtat 

ttatttattt 

tataattttt 

tacacctttt 

cacaattgca 

cgtttataaa 

gaacatgaca 

aatgggtaaa 

atttatttgg 

ccagctcaaa 

ctgatattaa 

gtaaacaaga 

caaaatacaa 

atttcaataa 

atatcttgtt 



cggagcgagc 

ggcgccggcg 

cgagatgcag 

cagttgccac 

accatcagct 

gacatgaaag 

ctcacagatg 

actcagtttg 

gaaatgagag 

acacagcgaa 

aacataaagt 

accaacagta 

atttgtgaac 

ctcagtcgac 

atgggatatg 

gactctgatc 

ggacagtaca 

gtcatatata 

agtggtatta 

ccggttgaat 

acaagtagcc 

gccgctggag 

cagcaacttg 

ttacagaata 

cgaagtagtg 

gagtcactgg 

gatggaagca 

gtggatagtg 

gacacagaag 

gctccctata 

ttagaaagca 

cagcagactc 

gaattaaaaa 

tctcctaccc 

caaagtcgga 

tctcatccaa 

gaggaagaac 

gaacatgatg 

gateatgcag 

cagaatggaa 

ctggggcaat 

aatgctccta 

gatcaagtta 

tacctaaagc 

gcacaaactt 

tttttagtat 

ttaaaccatt 

ttggctaggg 

gtaagaaggc 

ttttcacatt 

caatatattt 

actagttttt 

ttgttaatca 

gccatttaca 

ataaaattct 

agaaaacaat 

acctaaatgt 

aaaaaaaaat 

tgtttgattt 

ttgagtaatt 

ttttctatgt 



ctgggggccg 

gcgcgaacga 

ccagatctcg 

ttccacataa 

atttgcgtgt 

cacagatgaa 

atggtgacat 

aactaactgg 

aaatgcttac 

gcttttttct 

ctgcaacatg 

accaacctca 

ccattcctca 

acagcctgga 

agccagaaga 

atctgaccaa 

ggatgcttgc 

acaccaagaa 

ttcagcacga 

cttcagatat 

tctttgacaa 

acacaatcat 

aggaagtacc 

taaatttggc 

ctgaccctgc 

aactttcttt 

ctagacaaag 

atatggtcaa 

caaagaaccc 

tcccaatgga 

gttccgcaag 

aaatacaaga 

cagtgacaaa 

acatacataa 

cagcctcacc 

gaagccctaa 

taaatccaaa 

gttcactttt 

ctactacatc 

tggagcaaaa 

caatggatga 

tacaaggcag 

actgagcttt 

agtctattta 

ggttagttca 

gttctttaat 

gcattgcagt 

agtttatccc 

agtaaccttt 

ttacataaat 

tcttaaaaaa 

aagaagaaat 

tataataatg 

taatatagaa 

caattcagag 

accctatgta 

tctgcctacc 

catgcattct 

tatgcacttt 

ttagaagcat 

acattgtaca 



cccgccgtga 

caagaaaaag 

gcgaagtaaa 

tgtgagttcg 

gaggaaact t 

ttgcttttat 

gatttacatt 

acacagtgtg 

acacagaaat 

cagaatgaag 

gaaggtattg 

gtgtgggtat 

cccatcaaat 

tatgaaattt 

acttttaggc 

aactcatcat 

caaaagaggt 

ttctcaacca 

cttgattttc 

gaaaatgact 

acttaagaag 

atctttagat 

attatataat 

aatgtctcca 

actcaatcaa 

taccatgccc 

ttcacctgag 

tgaattcaag 

attttctact 

tgatgacttc 

ccctgaaagc 

acctactgct 

agaccgtatg 

agaaactact 

aaacagagca 

cgtgttatct 

gatactagct 

tcaagcagta 

actttcttgg 

gacaattatt 

aagtggatta 

cagaaaccta 

ttcttaattt 

tattttctac 

atttttgatc 

gctggatcac 

agcatcattt 

tttttcgaat 

catcatgatc 

aataatgctt 

taccagcagt 

tttttttggc 

attcttaaat 

agatatgcat 

aaatcatctg 

gttgtggaag 

ctgttggtat 

tagcaaaatt 

gtcgctatta 

tattttagga 

aatttttcat 



240 
300- 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
2460 
2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 
3000 
3060 
3120 
3180 
3240 
3300 
3360 
3420 
3480 
3540 
3600 
3660 
3720 
3780 
3840 
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tccttttgct ctttgtggtt ggatctaaca ctaactgtat tgttttgtta catcaaataa 
acatcttctg tggaaaaaaa aaaaaaaaaa aaa 

<210> 60 

<211> 3166 

<212> DNA . 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1)..(3166) 

<223> VEGF A humain 



3900 
3933 



<400> 60 

aagagctcca 

gcgagcagcg 

gcgcggcgtg 

cagacagaca 

gacgcggcgg 

gtcggagctc 

ggaggagccg 

tcgggccggg 

agggggpcgc 

gtgtgcgcag 

gaggaagagt 

gagggacgcg 

gggtgcattg. 

cacccatggc 

atcagcgcag 

atgagatcga 

ceaatgacga 

tgcggatcaa 

aatgtgaatg 

cagagcggag 

acacacactc 



acaagccgag 
gatctctctc 
cacaccatca 
gactctgcgc 
gggtgaccca 
aatcaccgag 
ccacatacat 
ttatat'atat 
cttcactgga 
atcctgacag 
tggtggggcc 
atatgaccca 
aggtcagacg 
ggagtttggg 
cgcatctcgc 
ctctcacctg 
gacacattgt 
tcttcctgct 
accactagtt 
ccatcccctg 
geccattgtg 
ctttttaatt 
tcttggttaa 
cttatttgta 
gtgacagtca 
tccccgatcc 
acatactata 



gagagaagtc 
aaagcgacag 
agccctcccc 
ccgcccccag 
cgagccgcgg 
gcggcgtcgc 
tggtccgcgc 
aggagccgca 
agtggcgact 
acagtgctcc 
agctcgccga 
agccgcgcgc 
gagccttgcc 
agaaggagga 
ctactgccat 
gtacatcttc 
gggcctggag 
acctcaccaa 
cagaccaaag 
aaagcatttg 
gcgttgcaag 
gcggtgagcc 
caggaaagac 
ccatcgacag 
agageacttt 
gcacggtccc 
cccggaagat 
acatttatat 
aaaatatata 
tgtatttgac 
ggaagaggag 
agggtcctct 
gttttgggaa 
gacagaaaga 
gagcttcagg 
ccccaggggc 
cttctgagtt 
tggaagaagc 
ccccttcctg 
ctgtcccccc 
gtccttccct 
gaggcagaga 
agaaattaga 
tatttaattt 
ccggtttttg 
ctagcttatc 
cctggctccc 
tatatattgg 



gaggaagaga 
gggcaaagtg 
cttgggatcc 
cccc.agttac 
gcaggggccg 
actgaaactt 
gggggaagcc 
gccggaggag 
cggcgctcgg 
agcgcgcgcg 
ggogccgagg 
cccggtcggg 
ttgctgctct 
gggcagaatc 
ccaatcgaga 
aagccatcct 
tgtgtgccca 
ggccagcaca 
aaagatagag 
tttgtacaag 
gcgaggcagc 
gggcaggagg 
tgatacagaa 
aacagtcctt 
gggtccggag 
tcttggaatt 
tagagagttt 
atatatatat 
tattcttttt 
tgctgtggac 
gagatgagag 
cccctgccca 
caccgacaaa 
caaatcacag 
acattgctgt 
actgcctgga 
gcccaggagg 
agcccatgac 
gggtgcagcc 
aggaaacctg 
tcccttcccg 
aaagagaaag 
acagttaatt 
caactattta 
tatataaaat 
ttgaacagat 
cagcacacat 
gcaacttgta 



gagacggggt 
agtgacctgc 
cgcagctgac 
cacctcctcc 
gagcccgccc 
ttcgtccaac 
gagccgagcg 
ggggaggagg 
aagccgggct 
ctccccagcc 
agagcgggcc 
cctccgaaac 
acctccacca 
atcacgaagt 
ccctggtgga 
gtgtgcccct 
ctgaggagtc 
taggagagat 
caagacaaga 
atccgcagac 
ttgagttaaa 
aaggagcctc 
cgatcgatac 
aatccagaaa 
ggcgagactc 
ggattcgcca 
tatttctggg 
tatatatata 
ttaaattaac 
ttgagttggg 
actctggcat 
agaatgtgca 
cccagccctg 
gttccgggat 
gctttgggga 
agattcagga 
ccaetggcag 
agcgcccctt 
taaaaggacc 
gttgtgtgtg 
aggcacagag 
tgttttatat 
taattaaaga 
tgagatgtat 
tcatgtttcc 
atttaatttt 
tcctttgaaa 
tttgtgtgta 



cagagagagc 
ttttgggggt 
cagtcgcgct 
ccggccggcg 
ccggaggcgg 
ttctgggctg 
gagccgcgag 
aagaagagaa 
catggacggg 
ctggcccggc 
gccccacagc 
catgaacttt 
tgccaagtgg 
ggtgaagttc 
catcttccag 
gatgcgatgc 
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tgtatatatg tgatcctgaa aaaataaaca tcgctattct gttttttata tgttcaaacc 2940 

aaacaagaaa. aaatagagaa ttctacatac taaatctctc tcctttttta attttaatat 3000 

ttgttatcat ttatttattg gtgctactgt ttatccgtaa taattgtggg gaaaagatat 3060 

taacatcacg tctttgtctc tagtgcagtt tttcgagata ttccgtagta catatttatt 3120 

tttaaacaac gacaaagaaa tacagatata tcttaaaaaa aaaaaa 3166 
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gaagccattg agccaggtgt agtgtgtgct ggacacgaca acaaccagcc cgactccttt 2160 

gcagccttgc tctctagcct caatgaactg ggagagagac agcttgtaca cgtggtcaag 2220 

tgggccaagg ccttgcctgg cctccgcaac ttacacgtgg acgaccagat ggctgtcatt 2280 

cagtactcct ggatggggct catggtgttt gccatgggct ggcgatcctt caccaatgtc 2340 

aactccagga tgctctactt cgcccctgat ctggttttca atgagtaccg catgcacaag 2400 

tcccggatgt acagccagtg tgtccgaatg aggcacctct ctcaagagtt tggatggctc 24 60 

caaatcaccc cccaggaatt cctgtgcatg aaagccatgc tactcttcag cattattcca 2520 

gtggatgggc tgaaaaatca aaaattcttt gatgaacttc gaatgaacta catcaaggaa 2580 

ctcgatcgta tcattgcatg caaaagaaaa aatcccacat cctgctcaag acgcttctac 2640 

cagctcacca agctcctgga ctccgtgcag cctattgcga gagagctgca tcagttcact 2700 

tttgacctgc taatcaagtc acacatggtg agcgtggact ttccggaaat gatggcagag 2760 

atcatctctg tgcaagtgcc caagatcctt tctgggaaag tcaagcccat ctatttccac 2820 

acccagtgaa gcattggaaa ccctatttcc ccaccccagc tcatgccccc tttcagatgt 2880 

cttctgcctg ttataactct gcactactcc tctgcagtgc cttggggaat ttcctctatt 2940 

gatgtacagt ctgtcatgaa catgttcctg aattctatct gctgggcttt ttttttctct 3000 

ttctctcctt tctttttctt cttccctccc tatctaaccc tcccatggca ccttcagact 3060 

ttgcttccca ttgtggctcc tatctgtgtt ttgaatggtg ttgtatgcct taaatctgtg 3120 

atgatcctca tatggcccag tgtcaagttg tgcttgttta cacgcatctc tgtgccagcc 3180 

acacaaaccg tttacttact taccgcaagg gaacttagag agctagaatt c 3231 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international searchreporthas not been established inrespect of certam claims under Article 1 7 (2)(a)forthe following reasons: 
1. I I Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. Claims Nos.: 

~~ because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. I I Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 

see supplementary sheet 



L | | As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims . 

2. | | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority didnotinvitepayment 
of any additional fee. 

3. [ | As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. rTl No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



1-15, 28, 29, 31 (all partially) 

Remark on Protest | [ The additional search fees were accompanied by the applicant' s protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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This International Searching Authority found multiple (groups of) inventions 
in this international application, as follows: 

1. claims: 1-15, 28, 29, 31 (all partially) 

' Double-stranded oligonucleotide including one to five unpaired 
nucleotides at each of one of the 5' and 3 ? ends thereof, and 
complementary to a nucleic acid from the BCL2 or BCL-XL family; 

: composition containing same; and uses thereof in therapy, diagnostics 
or gene function research. 

2. claims: 1-15, 28, 29, 3 1 (all partially) 

Double-stranded oligonucleotide including one to five unpaired 
nucleotides at each of one of the 5' and 3' ends thereof, and 
complementary to a nucleic acid from the family of matrix 
metalloproteases or modulators thereof; composition containing same; 
and uses thereof in therapy, diagnostics or gene function research, 

3. claims: 1-15, 28, 29, 3 1 (all partially) 

Double-stranded oligonucleotide including one to five unpaired 
nucleotides at each of one of the 5 5 and 3 5 ends thereof, and 
complementary to a nucleic acid of a protease (with the exception of 
the MMPs of point 2 above) or an inhibitor thereof; composition 
containing same; and uses thereof in therapy, diagnostics or gene 
function research. 

4. claims: 1-15, 28, 29, 31 (all partially) 

Double-stranded oligonucleotide including one to five unpaired 
nucleotides at each of one of the 5 ' and 3 5 ends thereof, and 
complementary to a nucleic acid of telomerase; composition 
containing same; and uses thereof in therapy, diagnostics or gene 
function research. 

5. claims: 1-15, 28, 29, 31 (all partially) 
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Double-stranded oligonucleotide including one to five unpaired 
nucleotides at each of one of the 5' and 3 ' ends thereof, and 
complementary to a nucleic acid of a growth factor receptor; 
composition containing same; and uses thereof in therapy, diagnostics 
or gene function research. 

6. claims: 1-15, 19, 28, 29, 31 (all partially) and 26, 27 

Double-stranded oligonucleotide including one to five unpaired 
nucleotides at each of one of the 5' and 3' ends thereof, and 
complementary to a nucleic acid of a hormone nuclear receptor; 
composition containing same; and uses thereof in therapy, diagnostics 
or gene function research. 

7. claims: 1-15, 28, 29, 31 (all partially) 

Double-stranded oligonucleotide including one to five unpaired 
nucleotides at each of one of the 5' and 3' ends thereof, and 
complementary to a nucleic acid of a protein required for the cell 
cycle; composition containing same; and uses thereof in therapy, 
diagnostics or gene function research. 

8. claims: 1-13, 28, 29, 31, 36 (all partially) and 16 

Double-stranded oligonucleotide including one to five unpaired 
nucleotides at each of one of the 5' and 3' ends thereof, and 
complementary to a nucleic acid of Hifl alpha; composition containing 
same; and uses thereof in therapy, diagnostics or gene function 
research. 

9. claims: 1-13, 28, 29, 31, 36 (all partially) and 17 

Double-stranded oligonucleotide including one to five unpaired 
nucleotides at each of one of the 5' and 3' ends thereof, and 
complementary to a nucleic acid of VEGF A or a member of the 
family thereof; composition containing same; and uses thereof in 
therapy, diagnostics or gene function research. 

10. claims: 1-13, 18, 28, 29, 31, 35 (all partially) and 34 
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Double-stranded oligonucleotide including one to five unpaired 
nucleotides at each of one of the 5' and 3' ends thereof, and 
complementary to a nucleic acid of a viral gene, with the exception of 
HPV E6, or an agent associated with non-conventional infectious 
diseases; composition containing same; and uses thereof in therapy, 
diagnostics or gene function research. 

11. claims: 1-13, 19, 28, 29, 31, 35 (all partially) and 20-22, 32, 33 

Double-stranded oligonucleotide including one to five unpaired 
nucleotides at each of one of the 5' and 3 5 ends thereof, and 
complementary to a nucleic acid of p53 or HPV E6, or a nucleic acid 
that causes p53 hiactivation; composition containing same; and uses 
thereof in therapy, diagnostics or gene function research. 

12. claims: 1-13, 28, 29, 31 (all partially) and 23-25, 30 

Double-stranded oligonucleotide including one to five unpaired 
nucleotides at each of one of the 5' and 3' ends thereof, and 
complementary to a nucleic acid resulting from chromosomal 
translocation; composition containing same; and uses thereof in 
therapy, diagnostics or gene function research. 
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le document en entier 
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expression vector targeted against bcl-2." 
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Cadre I Observations - iorsqu'il a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas f aire I'objet d'une rechercru 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conforrnement a I'article 1 7.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1 . Les revendications n** ^ , x , 

se rapportent a un objet a regard duquel Tad ministration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. Les revendications n os ... 

— ■ se rapportent a des parties de !a demande Internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescntes pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 



3. I I Les revendications n os . 

— ""^ sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conforrnement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre 11 Observations - Iorsqu'il y a absence d'unite de invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



[.'administration chargee de la recherche Internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande Internationale, a savoir: . 



voir feuille supplemental re 



1 . I 1 Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
1 1 Internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

2 [~1 Comme- toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle, Tadministration n'a sollicfte le palement d'aucune taxe de cette nature. 



3 i 1 Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 

I 1 rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendications n 08 



\ [Zl Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant En consequence, le present rapport 
LAJ ^9 recherche international ne porte que sur i'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elie est 
couverte par les revendications n 08 - 

1-15, 28 5 29, 31 (toutes parti el lement) 



Remarque quanta la reserve 



I | Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposan 
; ~j Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 
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L' administration chargee de la recherche Internationale a trouye 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande Internationale, 
a savoir: 

1. revendi cations: 1-15,28,29,31 (toutes parti el lenient) 

Oligonucleotide double-brin comprenant un a cinq nucleotides 
non-apparies a chacune de Tune ou 1 1 autre de ses extremites 
5' ou 3' et complementaire a un acide nuclei que de la 
famille BCL2 ou BCL-XL. Composition le contenant et ses 
utilisations en therapie, diagnostique ou dans la recherche 
de la fonction de genes. 

2. revendi cations: 1-15,28,29,31 (toutes parti el lement) 

Oligonucleotide double-brin comprenant un a cinq nucleotides 
non-apparies a chacune de l'une ou 1 1 autre de ses extremites 
5' ou 3' et complementaire a un acide nuclei que de la 
famille des metalloproteases matricielles ou de leurs 
modulateurs. Composition le contenant et ses utilisations en 
therapie, diagnostique ou dans la recherche de la fonction 
de genes. 



3. revendications: 1-15,28,29,31 (toutes parti ell ement) 

Oligonucleotide double-brin comprenant un a cinq nucleotides 
non-apparies a chacune de l'une ou 1 1 autre de ses extremites 
5' ou 3' et complementaire a un acide nuclei que de protease 
(les MMPs du sujet 2 etant exclues) ou de leurs inhibiteurs. 
Composition le contenant et ses utilisations en therapie, 
diagnostique ou dans la recherche de la fonction de genes. 



4. revendications: 1-15,28,29,31 (toutes parti ell ement) 

Oligonucleotide double-brin comprenant un a cinq nucleotides 
non-appari es a chacune de 1 ' une ou 1 1 autre de ses extremi tes 
5' ou 3' et complementaire a un acide nuclei que de la 
telomerase. Composition le contenant et ses utilisations en 
therapie, diagnostique ou dans la recherche de la fonction 
de genes. 



5. revendications: 1-15,28,29,31 (toutes parti ell ement) 

Oligonucleotide double-brin comprenant un a cinq nucleotides 
non-apparies a chacune de Tune ou T autre de ses extremites 
5' ou 3' et complementaire a un acide nuclei que d'un 
recepteur de facteur de croissance. Composition le contenant 
et ses utilisations en therapie, diagnostique ou dans la 
recherche de la fonction de genes. 
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6. revendi cations: 1-15,19,28,29,31 (touted parti ell ement) et 26,27 

Oligonucleotide double-brin comprenant un a cinq nucleotides 
non-apparies a chacune de Tune ou Tautre de ses extremites 
5' ou 3' et complementaire a un acide nuclei que d'un 
recepteur nucleaire d 1 hormone. Composition le contenant et 
ses utilisations en therapie, diagnostique ou dans la 
recherche de la fonction de genes. 



7. revendi cations: 1-15,28,29,31 (toutes parti ell ement) 

Oligonucleotide double-brin comprenant un a cinq nucleotides 
non-apparies a chacune de Tune ou Tautre de ses extremites 
5' ou 3' et complementaire a un acide nuclei que d'une 
proteine necessaire au deroul ement du cycle eel lul aire. 
Composition le contenant et ses utilisations en therapie, 
diagnostique ou dans la recherche de la fonction de genes. 



8. revendi cations: 1-13,28,29,31,36 (toutes parti ell ement) et 16 

Oligonucleotide double-brin comprenant un a cinq nucleotides 
non-apparies a chacune de l ! une ou Tautre de ses extremites 
5 l ou 3' et complementaire a un acide nuclei que de 
Hi flalpha. Composition le contenant et ses utilisations en 
therapie, diagnostique ou dans la recherche de la fonction 
de genes . 



9. revendi cations: 1-13,28,29,31,36 (toutes parti el Tement) et 17 

Oligonucleotide double-brin comprenant un a cinq nucleotides 
non-apparies a chacune de Tune ou Tautre de ses extremites 
5 1 ou 3' et complementaire a un acide nuclei que de VEGF A ou 
d'un membre de sa f ami lie. Composition le contenant et ses 
utilisations en therapie, diagnostique ou dans la recherche 
de la fonction de genes. 



10. revendi cations: 1-13,18,28,29,31,35 (toutes parti el 1 ement) et 

34 

Oligonucleotide double-brin comprenant un a cinq nucleotides 
non-apparies a chacune de Tune ou Tautre de ses extremites 
5 1 ou 3' et complementaire a un acide nuclei que d ! un gene 
viral, a Texception de HPV E6, ou d'un agent associe aux 
maladies infectieuses non-conventionelles. Composition le 
contenant et ses utilisations en therapie, diagnostique ou 
dans la recherche de la fonction de genes. 



11. revendi cations: 1-13,19,28,29,31,35 (toutes parti ell ement) et 

20-22,32,33 
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Oligonucleotide double-brin comprenant un a cinq nucleotides 
non-apparies a chacune de Tune ou T autre de ses extremites 
5' ou 3' et compl ementai re a un acide nuclei que de p53, 
d'HPV E6 ou responsable de 1 'inactivation de p53. 
Composition le contenant et ses utilisations en therapie, 
diagnostique ou dans la recherche de la fonction de genes. 



12 revendi cations: 1-13,28,29,31 (toutes parti el 1 ement) et 

23-25,30 

Oligonucleotide double-brin comprenant un a cinq nucleotides 
non-apparies a chacune de Tune ou T autre de ses extremites 
5' ou 3' et compl ementai re a un acide nuclei que resultant 
d'une translocation chromosomique. Composition le contenant 
et ses utilisations eh therapie, diagnostique ou dans la 
recherche de la fonction de genes. 
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